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PRESENTACIÓN 
Esta memoria recoge el trabajo realizado en los departamentos 
de Biología Celular y Parasitología y Biología Funcional y Antropología 
Física de la Facultad de Ciencias Biológicas bajo la dirección del Dr. 
Enrique Lanuza Navarro y el Dr. Fernando Martínez García entre los 
años 2004 y 2007. 
En este trabajo se estudia la neuroquímica del refuerzo inducido 
por feromonas sexuales masculinas en el ratón hembra (Mus musculus). El 
manuscrito se estructura como sigue: 
En la primera sección, se ofrece una Introducción General en la 
cual expondremos cómo el estudio de los mecanismos subyacentes al 
refuerzo inducido por feromonas sexuales masculinas proporciona un 
modelo útil y novedoso para el estudio de los mecanismos del refuerzo 
en general, así como de la función de la amígdala en dichos procesos. 
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A continuación, se señalan los Objetivos a alcanzar mediante los 
Estudios Desarrollados en la presente tesis doctoral.  
El primer capítulo de la sección de Estudios Desarrollados se 
dedica al estudio del efecto de drogas dopaminérgicas sobre la atracción 
innata y el condicionamiento de preferencia de lugar por feromonas 
sexuales de macho, así como de fármacos con actividad noradrenérgica 
sobre la atracción innata. 
El segundo capítulo de dicha sección se centra en el estudio del 
posible papel los opiáceos en el refuerzo de feromonas, comparándolo 
con su conocida implicación en el refuerzo inducido por otra 
recompensa natural, como es el sabor dulce. 
Por último, el tercer y cuarto capítulos de los Estudios 
Desarrollados se ocupan del estudio de la importancia de las conexiones 
amígdalo-estriatales para el refuerzo inducido por feromonas, 
específicamente de las proyecciones de la amígdala vomeronasal sobre el 
estriado ventral. En el tercer capítulo se utilizará la misma aproximación 
farmacológica-comportamental que en los capítulos precedentes, 
mientras que en el cuarto se realizarán lesiones electrolíticas de las zonas 
de interés para comprobar su efecto sobre la atracción innata por 
feromonas de macho. 
A continuación, en la Discusión General se discutiran de 
manera conjunta los resultados obtenidos a lo largo de la realización de 
la tesis, intentando esclarecer las vías neurales y los neurotransmisores 
que participan en el control del refuerzo inducido por feromonas de 
macho en las hembras del ratón. 
20  Neuroquímica del refuerzo inducido por feromonas 
Para finalizar, se apuntan las Conclusiones fundamentales 
derivadas del presente trabajo, y por último se ofrece la Bibliografía 
completa utilizada para la preparación de los experimentos y la discusión 




1.1 ¿QUÉ ES EL REFUERZO? 
La posesión de un sistema nervioso permite a los vertebrados 
elaborar respuestas en función de los estímulos externos, dirigiendo su 
comportamiento hacia la consecución de fines provechosos o necesarios, 
como la obtención de comida o de un compañero sexual, y la evitación 
de eventos peligrosos o deletéreos, como el encuentro con un predador. 
Para ello, los vertebrados contamos con un repertorio comportamental 
innato dotado de una gran plasticidad, lo que nos permite modificar las 
respuestas del mismo, así como adquirir nuevas, por medio del 
aprendizaje. 
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Por ejemplo, una rata macho virgen a la que se presenten dos 
hembras, una en estro y la otra no receptiva, intentará montar a ambas 
(Figura 1A). Eventualmente, será rechazado violentamente por la 
hembra no receptiva y obtendrá una respuesta de lordosis de la receptiva, 
lo que desembocará en la consecución de la cópula (Figura 1B). Tras 
varios encuentros de este tipo, el joven macho aprenderá a distinguir el 
olor característico de las hembras en estro, y en lo sucesivo sólo intentará 
la monta con éstas (Figura 1C). Según la ley del efecto de Thorndike (1911), 
cuando un animal expresa un comportamiento y obtiene un estímulo 
placentero, se produce un refuerzo de la asociación estímulo-respuesta. Por 
el contrario, si el comportamiento conlleva la obtención de un estímulo 
aversivo, la expresión de este comportamiento disminuye y acaba por 
desaparecer. Por tanto, podríamos decir que la cópula con la rata hembra 
en estro constituye una recompensa para el macho. Así, se produce una 
asociación entre un estímulo inicialmente neutro (el olor de la hembra en 
estro) con un estímulo incondicionado (la cópula con la hembra) que 
refuerza la respuesta condicionada de aproximación hacia las hembras en 
estro para consumar la cópula.  
En el ámbito del laboratorio se utilizan diversas aproximaciones 
para estudiar el refuerzo. Así, una manera sencilla de comprobar las 
propiedades reforzantes de un estímulo es el paradigma de la preferencia 
condicionada por un lugar (Tzschentke, 1998). Para este tipo de 
condicionamiento se suelen utilizar cajas con dos compartimentos, uno 
de los cuales se asociará con la recompensa; por ejemplo, la presencia de 
una hembra receptiva para un macho de rata. De esta manera, la 
asociación de la cópula con el lugar en el que sucede tendrá como 
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resultado que, a la larga, el animal prefiera el compartimento reforzado, 
aún cuando la hembra no esté presente. Es decir, el macho habrá 
adquirido una preferencia condicionada por el compartimento donde recibe la 
recompensa. El condicionamiento de preferencia de lugar se considera 
fundamentalmente de tipo pavloviano, es decir, el animal aprende una 
asociación entre un estímulo inicialmente neutro (el compartimento) y un 
estímulo incondicionado reforzante (la cópula). 
Por el contrario, si el animal debe aprender a emitir una respuesta 
activa para conseguir su recompensa, el condicionamiento es de tipo 
instrumental. Los protocolos más utilizados en este contexto utilizan las 
llamadas cajas de Skinner, que poseen una palanca que al ser accionada por 
el animal le proporciona una recompensa. Siguiendo con ejemplo, si 
colocamos un macho de rata en una de estas cajas y cuando por azar 
activa la palanca, aparece una hembra receptiva, el macho aprenderá a 
apretar la palanca con regularidad para obtener su recompensa (Everitt, 
1989). De esta manera, la presencia de una recompensa da lugar a un 
refuerzo de la respuesta emitida (Skinner, 1953), es decir, a un aumento de 
la probabilidad de que se exprese un comportamiento muy improbable 
(apretar al palanca). 
Finalmente, para estudiar el refuerzo en el laboratorio se pueden 
utilizar tres tipos de recompensas, unas naturales (comida, agua, sexo), y 
otras dos de carácter artificial, como son las drogas adictivas y la 
autoestimulación eléctrica intracerebral. Se supone que estos dos últimos 
tipos de recompensas artificiales deben estar actuando sobre los circuitos 
neurales subyacentes al procesado de las primeras, dado que son capaces 
de provocar el mismo tipo de respuestas. 
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Figura 1. Esquema de un ejemplo de aprendizaje inducido por refuerzo. 
A. Los machos vírgenes de rata muestran una respuesta incondicionada de monta hacia cualquier 
congénere hembra, independientemente de su estado hormonal, asociado a un olor característico 
inicialmente neutro. B. El olor de la hembra en estro se asocia con la respuesta de cópula, una 
recompensa natural para el macho, que refuerza el comportamiento de aproximación hacia estas 
hembras. Por el contrario, el olor a diestro se asocia con un rechazo violento, que debilita la 
respuesta de aproximación hacia estas hembras. C. El olor a estro induce una respuesta 
condicionada de aproximación, mientras que el olor a diestro inhibe la respuesta de 
aproximación. 
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1.1.1 La circuitería neural clásica del refuerzo 
La primera cita acerca de las vías neurales que controlan los 
procesos de refuerzo la constituyen los experimentos clásicos de 
autoestimulación cerebral de Olds y Milner (1954), que demostraron que 
ratas con un electrodo implantado crónicamente en determinadas áreas 
cerebrales aprendían rápidamente a presionar una palanca que hacía 
pasar corriente a través del electrodo, como si encontrasen placentera 
esta estimulación. Las áreas que daban lugar a mayores tasas de respuesta 
utilizando menores intensidades se encontraban en el tracto 
prosencefálico medial (medial forebrain bundle, MFB) (Olds et al., 1960; 
Corbett y Wise, 1980), por el cual discurren los axones de las neuronas 
de los núcleos mesencefálicos que inervan el prosencéfalo rostral.  
Este importantísimo hallazgo de que la estimulación eléctrica en 
ciertos núcleos cerebrales constituía un estímulo reforzante dio lugar a la 
idea de que la liberación de los neurotransmisores propiciada por esta 
estimulación sería la responsable del refuerzo. La primera hipótesis en 
esta línea implicaba a la noradrenalina como “neurohormona del sistema 
del refuerzo” (Poschel, 1963). Sin embargo, la atención de los 
investigadores se centró muy pronto en la dopamina. Esto fue 
propiciado, en primer lugar, por el hallazgo de que las neuronas de los 
núcleos tegmentales, cuyos axones ascendían por el citado tracto 
prosencefálico medial, contenían dopamina (Dahlstrom y Fuxe, 1964). 
Por otro lado Ungersted (1971) demostró que las lesiones del tracto 
nigro-estriatal dopaminérgico dejaban a los animales adípsicos y afágicos, 
lo que sugería que esta vía neural era crítica para mantener el valor 
recompensante de los alimentos y el agua. Por último, Roy Wise y su 
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grupo (Wise et al., 1978; Wise y Schwartz, 1981) demostraron que los 
neurolépticos (que farmacológicamente antagonizan la acción de la 
dopamina) disminuían el efecto de las recompensas naturales (comida) 
en el aprendizaje instrumental (palanqueo). En este contexto se enunció 
la primera hipótesis sobre la dopamina y el refuerzo, conocida como la 
hipótesis de la anhedonia (Wise y Rompré, 1989), de acuerdo con la cual la 
liberación de dopamina en el estriado (específicamente en el estriado 
ventral) desde los terminales tegmentales sería responsable de la 
sensación hedónica inducida por los estímulos reforzantes naturales y 
artificiales. Así, esta teoría propone que la disminución de las tasas de 
respuesta para obtener una recompensa bajo tratamiento con los 
neurolépticos se debe a un estado de anhedonia provocada por los mismos 
(Wise et al., 1978). Desde entonces, el número de publicaciones sobre 
este tema se ha ido incrementando de manera espectacular. A este 
respecto, apunto un dato como simple curiosidad: cuando introduje en la 
inevitable base de datos del National Institute of Health (mientras 
escribía esta Introducción a mediados de 2007), las palabras “dopamine 
+ reward”, obtuve un ingente número de 2233 artículos, muy lejos de los 
774 que obtuve mediante la misma búsqueda para los opiáceos o los 254 
de noradrenalina.  
La hipótesis de la anhedonia se vio muy reforzada por el enorme 
poder adictivo de las drogas agonistas de la dopamina, tales como las 
anfetaminas y sus derivados y la cocaína. De acuerdo con esta hipótesis, 
los agonistas de dopamina aumentarían el efecto hedónico de los 
estímulos reforzantes y constituirían, por sí mismos, estímulos muy 
reforzantes. Como consecuencia, su autoadminstración sería reforzada 
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por la propia droga, por lo que desencadenaría de inmediato una 
adicción a la misma.  
El siguiente paso fue intentar conciliar con la hipótesis 
dopaminérgica de la anhedonia las adicciones hacia otras drogas de abuso 
(ver Koob y LeMoal, 2006), como los mórficos, los tranquilizantes, el 
alcohol o la nicotina. Los datos experimentales indicaron pronto que 
todas estas drogas facilitaban la actividad dopaminérgica en el estriado 
ventral actuando en el propio estriado ventral o potenciando la actividad 
de las neuronas tegmentales (ver Spanagel y Weiss, 1999) (Figura 2).  
 
Figura 2. Esquema de la vía dopaminérgica tegmento-estriatal como responsable clásica 
del refuerzo. 
A. Las recompensas naturales (comida, agua, sexo) acceden al área ventral tegmental por sus 
aferencias sensoriales. B. Las drogas de abuso estimulan directamente los receptores opiáceos y  
dopaminérgicos en el área ventral tegmental y el núcleo accumbens. Abreviaturas: Acb: núcleo 
accumbens; VTA: área ventral tegmental. Adaptado de Spanagel y Weiss, (1999). 
1.1.2 La crisis de la hipótesis dopaminérgica 
de la anhedonia 
A pesar de las evidencias expuestas, la hipótesis sobre el papel de 
la dopamina en las propiedades hedónicas de los estímulos reforzantes 
entró en una grave crisis. Las causas de esta crisis hay que buscarlas en 
evidencias de tipo farmacológico-comportamental y electrofisiológico. 
Por una parte, el uso de paradigmas comportamentales instrumentales 
para el estudio del refuerzo plantea dudas acerca de los verdaderos 
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efectos de los antagonistas de la dopamina sobre los mismos. Como 
hemos visto, el refuerzo de un comportamiento instrumental requiere de 
un estímulo con un componente hedónico (lo que Berridge y 
colaboradores denominan el liking, ver Berridge y Robinson, 2003) que 
refuerce las asociaciones estímulo-respuesta que lo preceden, es decir que 
aumente la motivación del animal por trabajar para conseguir el refuerzo 
(el wanting, según Berridge y colaboradores), expresando un 
comportamiento dado (apretar la palanca) en respuesta a estímulos 
predictores del refuerzo (p.e. la propia palanca en el contexto de la caja 
de Skinner). Por lo tanto, cuando una droga (como los neurolépticos) 
disminuye la adquisición de un aprendizaje instrumental puede ser que 
esté afectando al valor hedónico del estímulo recompensante (como 
predecía la hipótesis de la anhedonia) o que este interfiriendo con los 
mecanismos de la motivación (wanting) conducentes al refuerzo de las 
asociaciones estímulo-respuesta. Este simple hecho cuestiona la 
interpretación de todos los experimentos acerca del refuerzo basados en 
paradigmas instrumentales, dado que sugiere que algunos de los 
tratamientos  que disminuyen el refuerzo de comportamientos como el 
palanqueo pueden no estar afectando al valor hedónico del premio 
utilizado.  
En un intento por aclarar este punto, Berridge (ver Berridge, 
2000) decidió estudiar el efecto de los neurolépticos en un 
comportamiento innato relacionado con las propiedades hedónicas de un 
reforzante natural. Para ello aprovechó la descripción que Grill y 
Norgren (1978) habían realizado sobre las expresiones faciales de la rata 
en respuesta a la degustación de soluciones sápidas. Según estos autores, 
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una serie de reflejos oromotores desencadenaban movimientos de la 
lengua y los labios de la rata que resultaban en el paladeo e ingestión de 
soluciones dulces (sacarosa o sacarina) y en el rechazo de soluciones 
amargas o ácidas. Este tipo de reacciones son innatas y están presentes 
en mamíferos de diversas especies incluidos los simios y los recién 
nacidos humanos (Steiner, 1974; Steiner y Glaser., 1995). Usando esta 
expresividad facial, Berridge valoró el impacto hedónico de soluciones 
dulces en ratas control y en ratas tratadas con neurolépticos y otras 
drogas. Sus resultados le llevaron a la conclusión de aunque los 
neurolépticos retrasan y disminuyen el palanqueo conducente a obtener 
comida o golosinas, no afectan al impacto hedónico del sabor dulce, 
puesto que los animales con lesiones del sistema dopaminérgico 
(Berridge y Robinson, 1998) muestran expresiones faciales de placer, 
degustación e ingestión similares a los animales control. Con ello 
concluyó que la dopamina está implicada en los aspectos motivacionales 
(el wanting) del refuerzo, pero no en los hedónicos (liking), rechazando así 
la hipótesis clásica de la anhedonia y la dopamina. 
Si bien este punto de vista se ha impuesto y es mayoritariamente 
aceptado hoy en día (incluso Roy Wise, padre de la teoría de la anhedonia 
ha ido variando sus posiciones; ver Wise, 2004), hay que señalar que la 
independencia entre dopamina y hedonia tan sólo se ha podido demostrar 
en el caso de los sabores dulces, al no haberse desarrollado ningún otro 
paradigma no instrumental del refuerzo (equivalente a la expresividad 
facial frente al sabor dulce). Para la aceptación cabal de la hipótesis del 
papel de la dopamina en el wanting, habría que demostrar que el impacto 
hedónico de otros estímulos reforzantes naturales tampoco se ve 
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afectado por antagonistas de la dopamina o lesiones de los sistemas 
dopaminérgicos.   
La búsqueda de un nuevo paradigma no instrumental para el 
estudio del papel de la dopamina en las propiedades hedónicas y la 
motivación requiere de la selección de un estímulo recompensante 
apropiado, diferente del sabor dulce. Como hemos visto, los estímulos 
naturales que constituyen una recompensa para los animales son 
mayoritariamente de dos tipos, a saber, los relacionados con la ingesta 
por un lado, y los relacionados con el contacto sexual (o incluso social en 
ciertas especies) por otro. Estos estímulos poseen propiedades hedónicas 
intrínsecas que, como hemos visto, refuerzan el aprendizaje de 
determinadas respuestas orientadas a conseguirlos.  
Evidentemente, los estados motivacionales internos del animal 
van a condicionar tanto el valor de un estímulo para actuar como 
recompensa como la energía que empleará para la consecución de la 
misma. Por ejemplo, un animal hambriento estará muy motivado por la 
consecución de alimento, y por lo tanto un simple trozo de pienso 
actuará como una recompensa que provocará el rápido aprendizaje de 
una respuesta de palanqueo para obtenerlo. Por el contrario, si el animal 
se encuentra saciado, es posible que el pienso no constituya recompensa 
alguna para él, y necesitemos utilizar cereales chocolateados para que 
aprenda la respuesta requerida.  
Respecto al comportamiento sexual, los condicionantes internos 
no son menores. Por ejemplo, en hembras la apetencia por el contacto 
sexual se reduce al estado hormonal del estro. Por otra parte, la 
implicación de un compañero sexual (cuya motivación también es 
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variable) hace difícil diseñar un paradigma no instrumental 
suficientemente sencillo para el estudio del refuerzo sexual.  
Frente a estos problemas, nos preguntamos si las feromonas 
sexuales, un estímulo íntimamente relacionado con el comportamiento 
sexual y muy importante para la comunicación intraespecífica en 
animales macrosmáticos como el ratón, podrían ser utilizadas como una 
recompensa alternativa para estudiar los mecanismos del refuerzo. De 
hecho, las feromonas sexuales de macho de ratón son innatamente 
atractivas para las hembras, lo cual se demuestra mediante el hecho de 
que hembras que nunca han estado en contacto con machos ni sus 
secreciones ni excreciones (en adelante, hembras químicamente vírgenes) 
investigan de manera muy intensa y preferente las feromonas contenidas 
en viruta utilizada por machos, cuando se presenta frente a señales 
químicas de hembras (Moncho-Bogani et al., 2002). Es más, estas 
propiedades atractivas no dependen del estado hormonal del animal 
(Mossman y Drickamer 1996; Moncho-Bogani et al., 2004).  
De esta manera, el uso de feromonas sexuales como recompensa 
presentaría diversas ventajas claras frente a otros estímulos sexuales para 
estudiar los procesos del refuerzo. En primer lugar, el carácter atractivo 
innato de las mismas hace que podamos estudiar sus probables 
propiedades hedónicas innatas sin que interfieran los procesos de 
aprendizaje asociados. Esto puede resultar muy valioso para resolver la 
controversia actual acerca del papel de la dopamina en las diversas 
componentes del refuerzo (Berridge y  Robinson, 2003), como 
discutiremos extensamente a lo largo del punto 4.1. Adicionalmente, el 
comportamiento de exploración de las feromonas contenidas en el 
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sustrato es muy sencillo, siendo fácil de registrar y analizar (ver Material y 
Métodos). Por último, la independencia del estado del ciclo estral elimina 
la influencia de un componente motivacional, ya que éste no varía a lo 
largo del ciclo de las hembras. Conozcamos pues a continuación qué son 
las feromonas y si efectivamente constituyen una recompensa para las 
hembras. 
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1.2 LAS FEROMONAS SEXUALES 
COMO ESTÍMULO REFORZANTE 
NATURAL 
1.2.1 ¿Qué son las feromonas? 
Proponemos la designación feromona (…) derivada del griego 
pherein, transferir; hormon, excitar. Las feromonas se definen como 
sustancias secretadas hacia el exterior por un individuo y recibidas por un 
segundo individuo de la misma especie, en el cual provocan una reacción 
específica, por ejemplo, un comportamiento definido o un proceso de desarrollo 
(…) Incidentalmente, la actividad específica de especie no se requiere; cierto 
solapamiento entre especies relacionadas estrechamente puede ocurrir. 
De esta manera acuñaban el término feromona Karlson y Lüscher 
en 1959, incluyendo en esta categoría aquellas sustancias químicas que 
provocaban cambios espectaculares en la conducta de algunos insectos, 
crustáceos e incluso peces; con algo más de reserva también las 
sustancias para el marcaje del territorio empleadas por los carnívoros. 
Aunque se proponen otras definiciones alternativas para las moléculas 
olfativas y/o vomeronasales que median la comunicación intraespecífica 
(McClintock, 2002), sin duda es el término feromona el más 
ampliamente usado y conocido tanto por la comunidad científica como 
por el público en general. Dentro de esta función general de posibilitar la 
comunicación intraespecífica, McClintock (2002) clasifica las feromonas 
según sus efectos sobre los individuos receptores, encuadrándolas en tres 
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categorías (esta autora propone una cuarta que no nombramos por no 
parecernos relevante): 
a) Feromonas desencadenantes: provocan respuestas estereotipadas 
como pudiera ser la erección (Sachs, 1997), o la búsqueda del 
pezón de la madre (Schaal et al., 2003).  
b) Feromonas cebadoras: aquéllas que dan lugar a cambios 
neuroendocrinos o del desarrollo en el individuo receptor; por 
ejemplo las feromonas de macho que provocan la inducción del 
estro en hembras (el llamado efecto Whitten, Whitten, 1966) 
c) Feromonas señalizadoras: informan al receptor acerca de las 
características del individuo que las secreta; un ejemplo serían los 
péptidos asociados al complejo principal de histocompatibilidad 
(Major Histocompatibility Complex, MHC), que además de su 
función inmunológica han sido recientemente descritas como la 
firma química del individuo (Leinders-Zufall et al., 2004). 
 
Esta clasificación de las feromonas no parece tener en cuenta su 
capacidad para actuar como recompensas para los individuos. De hecho, 
cuando se iniciaron los trabajos que constituyen la presente tesis 
doctoral, este punto había sido sugerido (Wysocky et al., 1982; 
Beauchamp et al., 1983, 1985) pero no se poseían evidencias 
concluyentes (Coppola y O’Connell, 1988). Así pues, el primer paso en la 
construcción de un modelo para el estudio del refuerzo utilizando 
feromonas fue demostrar que, realmente, las feromonas sexuales 
constituyen un estímulo reforzante por sí mismas, independiente del 
encuentro sexual. 
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1.2.2 ¿Son reforzantes las feromonas 
sexuales? 
El primer requisito que deben cumplir las feromonas para poder 
actuar como un estímulo reforzante es que resulten atractivas para el 
animal.  Así, la atracción innata que las hembras de ratón sienten hacia 
las feromonas sexuales de macho, que tiene su expresión 
comportamental en la preferencia de las hembras por investigar viruta 
ensuciada por machos ya sea frente a viruta limpia, viruta ensuciada por 
hembras o viruta ensuciada por machos castrados, cuando se presentan 
estos estímulos en recipientes colocados en lados opuestos de una caja 
de experimentación (Moncho-Bogani et al., 2002; Martínez-Ricós et al., 
2007), proporciona una primera pista sobre su carácter reforzante. Sobre 
este punto se centra una de las observaciones críticas que más a menudo 
hemos recibido, ya que se puede argumentar que el comportamiento de 
preferencia podría deberse a un mero efecto novedad, siendo que los 
roedores tienden a explorar ambientes y estímulos nuevos (Berlyne, 
1950; Hughes, 1965), que a su vez son reforzantes (Bardo et al., 1996; 
Bevins et al., 2002). Sin embargo, la preferencia por viruta ensuciada por 
machos es sostenida durante cuatro días de exposición repetida, cuando 
el estímulo ya no es nuevo (Martínez-Ricós et al., 2007). Es más, cuando 
se impide el contacto con la viruta mediante una plataforma perforada 
que sólo permita la detección de los olores volátiles que emanan de la 
misma, y que son igualmente novedosos, la preferencia no se expresa 
(Moncho-Bogani et al., 2002). 
No obstante, la demostración definitiva de que las feromonas 
sexuales de macho son reforzantes por sí mismas la constituyó el trabajo 
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realizado por  Martínez-Ricós y colaboradores (2004; 2007), que 
consiguieron establecer una preferencia de lugar condicionada en 
hembras vírgenes utilizando viruta ensuciada por machos como 
recompensa. Si bien otros estímulos similares, como la viruta ensuciada 
por hembras o machos castrados, son explorados intensamente por las 
hembras de ratón, no son capaces de inducir preferencia condicionada de 
lugar.  
1.2.3 Anatomía del sistema de detección de 
las feromonas 
Existe una controversia, digamos encarnizada, sobre el papel de 
los sistemas olfativo y vomeronasal en la comunicación intraespecífica 
mediada por feromonas (Restrepo et al., 2004; Baxi et al., 2006). Así, el 
sistema vomeronasal es enormemente importante para la comunicación 
intraespecífica de una amplia variedad de animales macrosmáticos, que 
incluyen tanto reptiles como mamíferos (pero no las aves, en las cuales 
además se ha producido una reducción drástica adicional del sistema 
olfativo). Por otro lado, en ciertas especies de mamíferos el sistema 
vomeronasal se encuentra muy reducido o ha desaparecido por 
completo, asumiéndose por tanto que la comunicación química entre los 
individuos depende exclusivamente, si la hay, del sistema olfativo. Entre 
estas últimas se encontrarían, por ejemplo, los simios y los humanos. 
Con este trabajo no pretendemos solventar estas cuestiones; sino 
simplemente utilizar las feromonas contenidas en la viruta ensuciada por 
machos como estímulo atractivo y reforzante para las hembras de ratón. 
Las hembras expresan, como ya sabemos, preferencia hacia la viruta 
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ensuciada por machos cuando se les permite el acceso directo a la misma, 
pero no hacia los olores volátiles que emanan de la misma (Moncho-
Bogani et al., 2002). Este carácter no volátil de las feromonas 
innatamente atractivas contenidas en la viruta ensuciada por machos ya 
apuntaba a que al menos estos estímulos debían ser detectados por el 
sistema vomeronasal (Wysocky et al., 1980). Este punto que acaba de ser 
demostrado por Martínez-Ricós y colaboradores (in press), al demostrar 
que una lesión electrolítica del bulbo olfativo accesorio en hembras 
químicamente vírgenes previene la expresión comportamental de la atracción 
innata por feromonas de macho. 
 
Figura 3. Esquema simplificado de la anatomía del sistema vomeronasal en el encéfalo 
del ratón. 
Modificado a partir de Halpern y Martínez-Marcos (2003). Abreviaturas: AOB: bulbo olfativo 
accesorio; CoApm: amígdala posteromedial cortical; MeA: amígdala medial; MOB: bulbo olfativo 
principal; VNO: órgano vomeronasal; V1R: receptor vomeronasal de tipo 1; V2R: receptor 
vomeronasal de tipo 2. 
El sistema vomeronasal está compuesto, en primer lugar,  por el 
órgano vomeronasal u órgano de Jacobson, ubicado en la cavidad 
nasopalatina en el ratón. Esta localización no permite que las sustancias 
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puedan ser detectadas por el simple paso del flujo de aire, como sucede 
en el epitelio olfativo, sino que deban ser introducidas en el mismo 
mediante un mecanismo de bombeo activo (Meredith y O’Connell, 
1979).  
El epitelio sensorial del órgano vomeronasal contiene células 
apicales y basales, que se diferencian en la expresión de receptores 
vomeronasales diferentes y en sus proyecciones específicas a las 
porciones anterior y posterior, respectivamente, del bulbo olfativo 
accesorio (Figura 3) (Halpern y Martínez-Marcos, 2003). 
Las neuronas mitrales del bulbo olfativo accesorio proyectan a 
través del tracto olfativo accesorio a los núcleos posteromedial cortical y 
medial de la amígdala, así como al núcleo del lecho de la stria terminalis y 
el núcleo del lecho del tracto olfativo accesorio (von Campenhausen y 
Mori, 2000). Los tres primeros núcleos proyectan, de manera directa e 
indirecta, a los núcleos hipotalámicos importantes para el 
comportamiento reproductor, como el ventromedial hipotalámico y el 
área preóptica medial; estas proyecciones controlan las reacciones 
neuroendocrinas provocadas por la detección de feromonas (Pitkanen, 
2000). Además, el núcleo posteromedial cortical proyecta de manera 
directa e indirecta, a través del área amígdalo-hipocámpica, sobre zonas 
específicas del estriado ventral, proporcionando el sustrato neural que 
podría codificar las propiedades reforzantes de las feromonas, como 
veremos enseguida (Novejarque, 2007; Úbeda-Bañón et al., 2008) (Figura 
3). Así pues, el uso de feromonas nos proporciona una última ventaja 
frente a otros estímulos reforzantes, cuya señalización, como hemos 
visto en la Figura 2, se supone tiene lugar por la activación de la vía 
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tegmento-estriatal dopaminérgica (Spanagel y Weiss, 1999). Esta ventaja 
es la posibilidad de investigar más a fondo el papel de una estructura 
cerebral clave en el aprendizaje emocional (LeDoux, 2000), pero que 
además recibe la información feromonal de manera muy directa. Dicha 
estructura es, por supuesto, la amígdala. 
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1.3 AMÍGDALA Y REFUERZO 
La amígdala (del griego, amygdala, almendra) es una estructura 
telencefálica profunda en el lóbulo temporal humano; en general puede 
identificarse como una protuberancia en la parte caudoventral del 
telencéfalo de la mayoría de los mamíferos. Se atribuye su primera 
descripción, a principios del siglo XIX, al médico alemán Karl Friedich 
Burdach (Burdach, 1819-1822; citado por Swanson y Petrovich, 1998). 
La descripción original se refería fundamentalmente a lo que hoy 
conocemos como la división basolateral de la amígdala; posteriormente 
otros neuroanatomistas como Herrick (1921) y Johnston (1923) 
sugirieron la estrecha relación del sistema olfativo con la formación 
amigdalina. De hecho, fue Johnston quien introdujo la descripción de la 
amígdala más utilizada hoy en día, basándose en un análisis comparado 
entre distintos vertebrados. 
Así, la amígdala de los mamíferos, tal como la conocemos hoy, 
consta de dos divisiones de origen palial (basolateral y cortical) y dos 
subpaliales (central y medial, aunque una parte de esta última podría ser 
de origen palial, García-López et al., 2008) (Martínez-García et al., 2007). 
Cada una de estas divisiones recibe aferencias de una variedad de núcleos 
sensoriales y asociativos, pero además existe una intrincada red de 
conexiones intraamigdalinas (Pitkänen et al., 1997). La Figura 4 muestra 
las propiedades hodológicas de la amígdala. Señalamos especialmente, 
por su relevancia para la comprensión de la presente tesis doctoral, las 
aferencias olfativas y vomeronasales: partes de la división cortical de la 
amígdala, como son la parte anterior y la posterolateral reciben aferencias 
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directas de los bulbos olfativos principales, mientras que la parte 
posteromedial de la amígdala cortical así como la división medial son 
inervadas por los bulbos olfativos accesorios (Scalia y Winans, 1975). 
En cuanto a las funciones que desempeña la amígdala, la más 
investigada ha sido sin duda su implicación en repuestas de tipo 
emocional, sobre todo de miedo y aversión (LeDoux, 2000). La 
expresión de estas respuestas está controlada por las proyecciones de la 
división central de la amígdala al tronco cerebral e hipotálamo (LeDoux 
et al., 1988) (Figura 4). Estudiada en menor profundidad, aunque 
también de gran importancia, es la función de la amígdala en la atracción 
y el refuerzo (Everitt et al., 1999; Baxter y Murray, 2002). Así, a la 
división basolateral de la amígdala llega la información, vía proyecciones 
corticales, de los sistemas sensoriales que tienen su relevo en el tálamo 
(visual, auditivo y somatosensorial), así como aferencias desde el sistema 
gustativo (Pitkanen, 2000) (Figura 4). A su vez, la división basolateral 
inerva de manera masiva el estriado ventral. La importancia de las 
proyecciones amígdalo-estriatales para el refuerzo ha sido estudiada en 
detalle por el grupo de Everitt, que ha demostrado su implicación en las 
respuestas provocadas por una amplia variedad de recompensas, como 
por ejemplo el control de la respuesta instrumental por estímulos 
condicionados a recompensas de tipo sexual (Everitt et al., 1989), la 
expresión de preferencia de lugar condicionada por sacarosa (Everitt et 
al., 1991) y los fenómenos de adicción (Everitt et al., 1999). Este papel en 
los comportamientos emocionales ha desembocado en la definición de la 
amígdala como centro del cerebro emocional.  
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Por otra parte, como hemos visto, la amígdala cortical y la medial 
constituyen principalmente núcleos olfativos/vomeronasales, aunque la  
amígdala medial participa también en respuestas de miedo 
incondicionado, principalmente por sustancias químicas de predadores 
(Choi et al., 2005; Takahashi, 2007). 
 
Figura 4. Esquema de las principales aferencias y eferencias de la amígdala de 
mamíferos.  
Adaptado de Martínez-García et al., 2007. 
 
Esta funcionalidad aparentemente no relacionada, unida al origen 
embrionario múltiple, han llevado a algunos científicos a cuestionarse si 
realmente el término amígdala tiene validez. De hecho, Swanson y 
Petrovich dicen en su revisión de 1998: “Términos como 
“amígdala”...combinan grupos celulares de manera arbitraria...la amígdala no es ni 
una unidad funcional ni estructural”. Su visión es que la amígdala está 
formada por núcleos que pertenecen a cuatro sistemas funcionales, a 
saber, vomeronasal, olfativo, autonómico y frontotemporal (Figura 5A). 
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Una visión alternativa, sostenida por McDonald (2003), propone que la 
amígdala propiamente dicha (como fue originariamente definida por 
Burdach, ver arriba) sea la formada por las divisiones de origen palial, es 
decir, la amígdala corticobasolateral, que funcionaría como un interfaz 
entre la información sensorial y su valor emocional, mediante sus 
proyecciones al estriado ventral (Everitt et al., 1999). Por otra parte, este 
autor considera las porciones subpaliales, de carácter estriatal (amígdala 
central y medial), y la amígdala extendida en general, como un sistema 
estriatopalidal (conceptos revisados en de Olmos y Heimer, 1999), 
implicado sólo en algunas funciones de la amígdala como son el miedo y 
el estrés. 
Contrariamente a estos puntos de vista, el grupo de investigación 
dentro del cual se ha desarrollado la presente tesis doctoral sostiene que 
la función quimiosensorial de la amígdala debe estar estrechamente 
relacionada con su función emocional, ya que la estructura básica de la 
amígdala se encuentra conservada en todos los tetrápodos amniotas 
(Martínez-García et al., 2007; 2008; Lanuza et al., 2008). Esta propuesta, 
como queda esquematizada en la Figura 5B, es que la amígdala puede ser 
subdividida en dos subsistemas funcionales. Por un lado, la amígdala 
central-basolateral coordina reacciones tanto innatas como aprendidas de 
miedo/ansiedad/aversión, a través de la amígdala central extendida, o 
bien de atracción/refuerzo a través de sus proyecciones al estriado 
ventral, hacia cualquier tipo de estímulo. Por otra parte, el subsistema 
medial se encuentra implicado en el mismo tipo de respuestas, pero 
guiadas por estímulos olfativos y vomeronasales, que producen 
comportamientos emocionales específicos de especie (reproductivos y 
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agonísticos) o defensivos (frente a predadores). Dado que ambos 
subsistemas pueden modularse recíprocamente, gracias a la profusa red 
de conexiones intraamigdalinas, ambas funciones están estrechamente 
relacionadas, y por lo tanto la amígdala constituye un sistema funcional. 
 
Figura 5. ¿Es la amígdala un sistema funcional?  
A. Para Swanson y Petrovich, la amígdala está compuesta por núcleos sin relación anatómica ni 
funcional, y por lo tanto debería abandonarse el término amígdala para definir a esta agrupación. 
(Adaptado de Swanson y Petrovich, 1998). B. Por el contrario, para Martínez-García y 
colaboradores la amígdala es un verdadero sistema funcional, cuya función, muy conservada a lo 
largo de la evolución de los amniotas, es la de coordinar las respuestas emocionales y los 
comportamientos específicos de especie. (Adaptado de Martínez-García et al., in press). 
Abreviaturas: AHA: área amígdalo-hipocámpica; AOB: bulbo olfativo accesorio; BLAa,p: 
amígdala basolateral, anterior y posterior; BMa,p: núcleo basomedial de la amígdala, anterior y 
posterior; CeA: amígdala central; CoApl,m: amígdala posterolateral, lateral y medial; LA: núcleo 
lateral de la amígdala; MeA: amígdala medial; MOB: bulbo olfativo principal; PAA: área 
amígdalo-piriforme; TR: área de transición post-piriforme. 
 
Precisamente para demostrar la validez de este punto de vista, se 
ha ido desarrollando en nuestro laboratorio el modelo que utiliza las 
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feromonas sexuales de macho de ratón, un estímulo quimiosensorial, 
como estímulo atractivo/reforzante para las hembras de esta especie. 
Esta aproximación nos permite recabar datos que puedan apoyar o, en su 
caso, rebatir esta visión de la amígdala como sistema funcional, y estudiar 
la estrecha relación entre su función quimiosensorial y su función 
emocional, diez años después de que se pusiera en duda la validez del 
concepto de amígdala (Swanson y Petrovich, 1998). 
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2. OBJETIVOS  
El objetivo principal de la presente tesis doctoral es desentrañar 
la neuroquímica subyacente al refuerzo inducido por feromonas en 
hembras de ratón. De este objetivo fundamental se derivan los 
siguientes: 
1. Investigar, mediante una aproximación farmacológica-
comportamental, la importancia de distintos neurotransmisores en la 
atracción innata de las hembras de ratón por feromonas sexuales de 
macho. 
2. Estudiar la importancia de estos neurotransmisores en los procesos 
de aprendizaje mediados por feromonas utilizando el paradigma de la 
preferencia condicionada de lugar. 
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3. Estudiar los núcleos cerebrales donde los fármacos empleados 
ejercen su efecto, mediante el estudio bibliográfico de la expresión de 
receptores o mediante lesiones del área de interés. 
4. Comparar los resultados obtenidos sobre los comportamientos 
provocados por la detección de feromonas sexuales con el papel de 
los neurotransmisores estudiados en otros refuerzos naturales, y 




3. MATERIAL Y 
MÉTODOS 
3.1 ANIMALES 
Los sujetos experimentales utilizados en la presente tesis doctoral 
fueron hembras de ratón albino, de la cepa CD1 (outbred). Se trató a los 
animales de acuerdo con las directrices del Consejo de la Comunidad 
Europea (24 de Noviembre 1986 [86/609/EEC]) y los protocolos 
experimentales fueron aprobados por el Comité Ético de la Universitat 
de València.  
 
En primer lugar, para investigar los mecanismos innatos de  
atracción por feromonas sexuales de macho, es necesario criar a las 
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hembras de manera que nunca estén en contacto directo con machos 
adultos ni con sus secreciones o excreciones. Por ello, estabulamos 
hembras preñadas en una habitación limpia y sin machos adultos. 
Diecinueve días después del parto, antes de la pubertad, las camadas se 
revisan, se retiran los machos, y las hembras (en adelante, hembras 
químicamente vírgenes, ver Moncho-Bogani et al., 2002) se agrupan (4-8 
animales por jaula) con comida y agua ad libitum hasta que son utilizadas 
en los experimentos cuando alcanzan la edad adulta. Las hembras de 
ratón empiezan a expresar preferencia por las feromonas de macho 
adulto una vez han alcanzado la madurez sexual (Drickamer, 1989), por 
tanto los sujetos utilizados en los experimentos tenían una edad 
comprendida entre las nueve y las dieciséis semanas, y su peso oscilaba 
entre los 25-35 gramos.  
Por otro lado, los ratones utilizados en los experimentos de 
condicionamiento de preferencia de lugar, preferencia por sacarosa y 
discriminación olfativa fueron hembras vírgenes del mismo peso y edad 
compradas a una casa comercial (Harlan Ibérica, Barcelona). En todo 
caso se utilizaron tras al menos dos semanas de habituación a nuestro 
estabulario. 
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3.2 FÁRMACOS 
Para llevar a cabo un rastreo de la neuroquímica subyacente a los 
procesos de interés, utilizamos la administración sistémica de fármacos 
agonistas y antagonistas de los distintos neurotransmisores que pudieran 
ser importantes para la expresión de los comportamientos inducidos por 
feromonas sexuales de macho en hembras de ratón. Los fármacos 
elegidos son de uso común en estudios de neurociencia comportamental 
y se recopilan en la Tabla 1 junto con sus propiedades según son 
facilitadas por el proveedor, Sigma-Aldrich (Madrid).  
Todos ellos se diluyeron en solución salina (NaCl 0.9% en agua 
destilada), excepto el sulpiride, disuelto en salino acidificado con ácido 
acético y neutralizado después con NaOH 0.1M.  
3.2.1 Elección de las dosis 
Para elegir las dosis adecuadas de cada fármaco, en primer lugar 
se realizó una búsqueda exhaustiva en PubMed  sobre estudios en ratón 
y rata que implicaran alguna medida de comportamiento (insertaremos 
sólo algunas de las referencias seguidas en los capítulos 
correspondientes, debido a su excesivo número).  
Estudios Desarrollados 51 
 
Tabla 1. Fármacos utilizados en los estudios desarrollados. 
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A continuación se comprobó que no existían diferencias 
significativas entre las dosis utilizadas en ambas especies mediante un 
ANOVA univariante, se agruparon los estudios y se construyeron 
diagramas de frecuencia, de los cuales mostramos en la Figura 6, a modo 
de ejemplo, los correspondientes a los experimentos expuestos en el 
punto 4.1 (sistemas dopaminérgicos). Seguidamente elegimos la dosis 
utilizada con mayor frecuencia y realizamos experimentos piloto con 
varias dosis alrededor de la misma para elegir aquéllas que afectaban en 
menor medida al comportamiento general de los animales (locomoción, 
tiempo total de exploración, ver punto 3.5). 
 
Figura 6. Diagramas de frecuencia de las dosis de drogas dopaminérgicas (aplicadas 
sistémicamente) utilizadas en estudios comportamentales en rata o ratón. 
Los diagramas se han construido a partir de búsquedas bibliográficas en la base de datos 
PubMed. 
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3.3 CIRUGÍA 
Dado que la aproximación farmacológica no nos permitía 
determinar los centros nerviosos en los que tenía lugar la acción de los 
fármacos sobre los procesos estudiados, nos planteamos llevar a cabo un 
experimento en el cual el objetivo fue lesionar la parte del estriado 
ventral a la que proyecta específicamente la amígdala vomeronasal, a 
saber, el límite entre el shell medial del accumbens y el islote de Calleja 
magno, así como los islotes de Calleja medio-ventrales (Novejarque, 
2007, ver Introducción General). 
Para ello, los animales se anestesiaron con pentobarbital sódico 
(60 mg/kg i.p.), y se les administró atropina para reducir la depresión 
cardiorrespiratoria (0.4mg/kg i.p.), así como un analgésico 
(buprenorfina, Buprex, Schering-Plough; 0.02 mg/kg, s.c.). Una vez 
anestesiados, los sujetos se colocaron en un aparato estereotáxico (David 
Kopf Instruments 963-A, Tujunga CA, EE.UU) para proceder a la 
cirugía.  
Las coordenadas se adaptaron para la cepa CD1 a partir del atlas 
de Franklin y Paxinos (2001): +0.9 anterior a bregma, ±0.3 mm desde la 
línea media y -4.9 mm de profundidad desde la superficie del cerebro 
para el grupo Lesión y +0.9, ±0.3 y -3.5 para el grupo Falsa operación.  
Se realizaron lesiones electrolíticas, haciendo pasar una corriente 
continua negativa de 0.8 mA durante 15 segundos a través de un 
electrodo de 250µm de diámetro, aislado por una cubierta de nylon 
excepto en la punta de 500 µm. Tanto el aparato utilizado como fuente 
de corriente como el electrodo son productos de la compañía Ugo Basile 
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(Varese, Italia). La cirugía del grupo Falsa operación consistía simplemente 
en introducir el electrodo pero sin hacer pasar corriente. 
3.3.1 Valoración de las lesiones 
Una vez llevados a cabo los experimentos comportamentales, los 
animales se anestesiaron profundamente (Pentobarbital sódico, 120 
mg/kg, i.p.) y se sacrificaron por perfusión intracardiaca con tampón 
fosfato salino 0.1M (PBS) con una bomba peristáltica (a un flujo de 5.5 
ml/min durante 5 min) seguido de formaldehído al 4% en PBS 0.1M (15 
min al mismo flujo). Se extrajeron los cerebros y se dejaron durante 4 
horas en post-fijación a 4ºC en la misma solución fijadora de 
formaldehído. A continuación, los cerebros así tratados se introdujeron 
en una solución crioprotectora de sacarosa al 30% y se mantuvieron toda 
la noche a 4ºC. Finalmente, se realizaron cortes histológicos de 50 µm, se 
montaron en portas con gelatina al 0.2% y se tiñeron con azul de 
toluidina 1% a pH=4.3, se diferenciaron con alcohol acético, se 
deshidrataron en alcohol y aclararon en xileno para su montaje definitivo 
con Eukitt. 
Una persona que desconocía el tipo de operación sufrida por los 
animales se encargó de valorar el alcance de las lesiones sobre estos 
cortes histológicos. Se consideraron válidas todas aquellas lesiones que 
afectaban bilateralmente a la mayor parte o a la totalidad del islote de 
Calleja magno, viéndose afectados en mayor o menor grado los islotes de 
Calleja mediales, la banda diagonal, el shell medial del accumbens y el 
tubérculo olfativo medial. 
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3.4 PROTOCOLOS 
COMPORTAMENTALES 
3.4.1 Experimentos de atracción innata por 
feromonas de macho 
En estos experimentos se utilizaron hembras químicamente vírgenes. 
Puesto que estas hembras nunca han estado en contacto directo con 
machos ni con sus derivados químicos, la preferencia que expresan por 
feromonas de macho cuando se enfrenta a feromonas de macho castrado 
o de hembra (Moncho-Bogani et al., 2002; Martínez-Ricós et al., 2007) es 
innata, no aprendida.  
Los animales se sometieron a un protocolo de selección entre 
dos estímulos químicos, que llamaremos Test de preferencia por las feromonas 
de macho, consistente en introducir al sujeto experimental en una caja 
limpia que contiene dos recipientes, uno en cada extremo, con viruta 
ensuciada por congéneres, y medir el tiempo que emplea explorando 
cada estímulo (ver punto 3.5). Las cajas utilizadas fueron de metacrilato 
oscuro, de dimensiones 25 x 50 x 30 cm., fácilmente lavables con Etanol 
de 96º (Figura 7). 
El serrín utilizado como fuente de feromonas se obtuvo de viruta 
usada durante 4 días por machos dominantes estabulados 
individualmente, o por hembras agrupadas en jaulas de 4-8 individuos. 
Tras la recogida, la viruta se mezclaba y congelaba para asegurar una 
fuente homogénea de feromonas a lo largo de cada experimento, y se 
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presentaba a los animales en botes de vidrio de 6 cm de diámetro y 5.5 
cm de altura. 
 
Figura 7. Caja de metacrilato empleada en los experimentos de atracción innata y 
preferencia de lugar condicionada por feromonas sexuales de macho.  
La viruta utilizada como estímulo se presentaba en botes de vidrio idénticos en los lados opuestos 
de la caja. 
 
En general, para obtener unos resultados fiables en los 
experimentos de comportamiento es necesario minimizar el estrés que 
sufren los animales ante un nuevo ambiente; por ello, durante los dos 
días previos al inicio de los experimentos se les manipulaba con el fin de 
que se acostumbrasen a la caja de experimentación y al propio 
experimentador. El primer día del experimento, en adelante control pre-
tratamiento, las hembras se introducían en la caja de test  con ambos botes 
llenos de viruta ensuciada por hembras, y su comportamiento se grababa 
mediante una videocámara situada sobre la caja (Figura 7) para su 
posterior análisis. Este control se utilizó para descartar aquellas hembras 
que mostraban una exploración no equilibrada de la caja. Esto se hizo 
por dos razones: en primer lugar porque nuestro objetivo era obtener un 
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diseño no sesgado, en el cual los animales no mostrasen preferencia previa 
por ninguno de los dos lados de la caja; en segundo lugar porque este 
control nos permitía descartar los animales más ansiosos, que son 
precisamente aquellos que muestran una exploración no equilibrada (por 
ejemplo, por estar asustados y permanecer en uno de los botes sin 
atreverse a explorar el resto del ambiente), reduciendo al mismo tiempo 
la variabilidad y el número de animales necesarios. A tal fin, se adoptó a 
priori un criterio para descartar sujetos experimentales consistente en no 
utilizar aquellas hembras que pasaban más del doble del tiempo 
explorando un bote que el otro. En la Tabla 2 presentamos un resumen 
de los fármacos, dosis de cada uno de ellos y número de animales 
empleados en total, incluyendo aquéllos que fueron descartados por no 
cumplir el criterio apriorístico de exploración equilibrada de la caja. 
Como se puede observar, el porcentaje de animales iniciales descartados 
con nuestro criterio fue inferior al 5% del total. 
Las hembras que superaban el control se asignaban 
aleatoriamente a los distintos grupos experimentales (fármaco/salino). Al 
día siguiente, se les administraba una inyección intraperitoneal del 
fármaco correspondiente, y tras un tiempo específico para la actuación 
de cada fármaco (ver secciones correspondientes), se las sometía a un test 
de control post-tratamiento, también con viruta de hembras en ambos lados, 
con el fin de comprobar si el fármaco afectaba a la ya comentada 
exploración equilibrada de la caja. Tras este test, las hembras 
descansaban cinco minutos y a continuación se introducían en otra caja 
idéntica, pero esta vez con viruta de macho en uno de los lados, para 
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realizar el test de preferencia por las feromonas de macho. Todos los tests tenían 
una duración de cinco minutos. 
 
Tabla 2. Recopilación de las drogas, dosis y número de animales empleados en los 
experimentos farmacológicos para explorar la neuroquímica de la atracción innata por 
feromonas sexuales. 
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En los experimentos con animales lesionados (sección 4.4), se 
utilizó un protocolo similar. Tras dos días de habituación, durante el 
tercero se llevaba a cabo el control y a continuación el test de preferencia por 
las feromonas de macho. De la misma manera, los animales que pasaron más 
del doble del tiempo en una zona que en la otra en el control fueron 
descartados (Tabla 3). 
 
Tabla 3. Número de animales empleados para explorar el efecto de la lesión de la zona de 
proyección de la amígdala vomeronasal sobre el estriado ventral (zona circundante del 
islote de Calleja magno) sobre la atracción innata por feromonas de macho. 
3.4.2 Experimentos de condicionamiento de 
preferencia de lugar utilizando feromonas 
de macho como estímulo reforzante 
El protocolo empleado para esta serie de experimentos fue una 
aproximación operante a la preferencia condicionada de lugar, basada en 
la propuesta inicialmente por Crowder y Hutto (1992) y adaptada por 
nuestro grupo (Martínez-Ricós et al., 2004; 2007). Este protocolo se 
considera operante porque los animales deben ejercer un 
comportamiento, la exploración activa de cada uno de los lados, para 
obtener el estímulo reforzante, y lo elegimos porque, según sus 
creadores, proporciona unos resultados más robustos, sobre todo 
utilizando refuerzos naturales que implican interacción social (Crowder y 
Hutto, 1992). Las cajas de test son idénticas a las utilizadas en los 
experimentos de atracción innata (Figura 7).  
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Los animales se introducían en el medio de las mismas y se les 
permitía explorar libremente los dos lados de la caja: en uno de ellos, que 
contenía la zona reforzada, las hembras tenían acceso a un bote que 
contenía viruta de macho en los días de entrenamiento, mientras que en 
el lado opuesto se encontraba un bote que contenía viruta limpia, 
constituyendo la zona no reforzada. La mitad de los ratones de cada grupo 
tenía el área reforzada en la derecha de la caja y la otra mitad en la 
izquierda. La constancia en el lugar de entrada a la caja, así como los 
diversos objetos presentes en la habitación (cámara, puerta, etc.) 
permiten a los animales orientarse.  
Como en el caso de los experimentos de atracción innata, las 
hembras eran manipuladas y se les permitía familiarizarse con las cajas 
experimentales durante los dos o tres días previos al inicio del protocolo. 
Éste comenzaba con un test control, que, como en el caso anterior, 
permitía descartar a los animales que mostraban una exploración no 
equilibrada de los lados, siguiendo el mismo criterio que en los 
experimentos de atracción innata. A continuación, durante cuatro días de 
entrenamiento, los animales podían explorar la caja durante diez 
minutos, presentándoseles sistemáticamente la viruta de macho en el 
mismo lado de la caja. El día siguiente se llevaba a cabo el test de preferencia 
condicionada de lugar, donde los animales sólo tenían acceso a viruta limpia 
en ambos lados de la caja. En este test, aquellos animales que hayan 
desarrollado preferencia por la zona reforzada, permanecerán más tiempo 
en ésta. Es decir, si el estímulo presentado es reforzante, los sujetos 
preferirán la zona en la que se encontraba éste durante las sesiones 
previas, a pesar de que en la sesión de test de preferencia condicionada de lugar 
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el estímulo reforzante no esté presente. Los distintos fármacos 
antagonistas se administraron inmediatamente antes de las sesiones de 
entrenamiento, según su tiempo de actuación, de manera que si el 
neurotransmisor en cuestión fuese necesario para el condicionamiento de 
lugar, o bien necesario para que el animal encontrara placentero el 
estímulo, los animales no serían capaces de desarrollar un 
condicionamiento de preferencia de lugar. Por último, resaltar que tanto 
la sesión de control como la del test de preferencia condicionada de lugar 
se llevaron a cabo en animales sin tratamiento farmacólogico. 
 
Tabla 4. Recopilación de las drogas, dosis y número de animales empleados en los 
experimentos farmacológicos para explorar la neuroquímica de la adquisición de 
preferencia de lugar condicionada por feromonas de macho. 
3.4.3 Experimentos de discriminación 
olfativa 
El test empleado para analizar la posible afectación olfativa en 
animales sometidos a tratamientos que pudiesen causar anosmia fue la 
habituación-deshabituación, un protocolo estándar para el análisis de la 
función olfativa (Baum y Keverne, 2002; Luo et al., 2002). Este test 
consiste en presentaciones sucesivas y cortas de bastoncillos 
impregnados en vehículo primero y a continuación sustancias olorosas, y 
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aprovecha la curiosidad natural del animal frente a estímulos nuevos, que 
provocan en él una investigación intensa pero transitoria, que decae en 
las presentaciones sucesivas del estímulo. En nuestro caso, se utilizaron 
como estímulos olfativos productos químicos utilizados en la industria 
de perfumería y detectables por el olfato humano (Geraniol y citralva, 
amablemente donados por Ventós S.A., distribuidor de International 
Flavours and Fragrances, Inc. Barcelona.) y diluidos 1:5 en aceite mineral 
(Luo et al., 2002) o bien orina de macho (Baum y Keverne, 2002). 
Los test se llevaron a cabo en cajas de metacrilato oscuro, de 
dimensiones 25 x 25 x 30 cm., con un orificio a 8 cm. del suelo que 
permitía la introducción de bastoncillos de algodón impregnados en la 
sustancia olorosa correspondiente (Figura 8). 
 
Figura 8. Caja utilizada para los experimentos de habituación-deshabituación. 
 
La inyección del fármaco correspondiente se realizaba 
previamente al test. Después del tiempo de actuación correspondiente a 
cada droga, los animales se introducían en la caja, donde se les permitía 
habituarse durante cinco minutos. A continuación, se procedía a seis 
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presentaciones sucesivas de un minuto de duración cada una de 
bastoncillos impregnados en sustancias control (aceite mineral para el 
experimento en el que utilizamos geraniol y citralva como estímulos, o 
agua para el experimento en que utilizamos orina de macho). Tras estas 
presentaciones tenían lugar las seis presentaciones sucesivas de un 
minuto del bastoncillo impregnado en la sustancia olorosa 
correspondiente. 
En la Tabla 5 mostramos los fármacos, dosis y número de 
animales empleados en estos experimentos. 
 
Tabla 5. Recopilación de los fármacos, dosis y número de animales utilizados en los 
experimentos para descartar un efecto sensorial de las drogas. 
3.4.4 Experimentos de preferencia por una 
solución azucarada frente a agua 
Para estos experimentos, las hembras se mantenían en un 
régimen de privación ligera de líquidos (Czirr y Reid, 1986). El agua se 
retiraba de las jaulas a las 20:00 h, y los tests se realizaban a la mañana 
siguiente entre las 8:00 y las 13:00. Elegimos este régimen basándonos en 
experimentos piloto porque aseguraba una ingesta robusta de líquido. 
Para controlar dicha ingesta, se utilizó una caja de Skinner que 
contenía dos botellas con medidores de lametones conectados a un 
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ordenador equipado con el software Packwin (Panlab, Barcelona). Este 
sistema permite contar el número de lametones efectuados por los 
animales en cada una de las botellas. 
Durante los dos días previos al experimento, se sometió a los 
animales al régimen de privación de líquidos descrito y se permitió el 
acceso de los mismos durante quince minutos a la caja de test, en la que 
ambas botellas tenían agua, para que se habituaran a las condiciones del 
experimento. Los animales que no bebieron durante estas sesiones se 
descartaron. El día del test, los animales recibieron la inyección 
intraperitoneal del fármaco correspondiente y, tras el tiempo necesario 
para que el tratamiento actuara, se introdujeron en la caja de test con una 
de las botellas llena de agua y la otra con una solución de sacarosa al 5%. 
El número de lametones en cada una de ellas se registró durante quince 
minutos. Un resumen de los fármacos, dosis y número de animales 
utilizados en este tipo de experimentos se ofrece en la Tabla 6. 
 
Tabla 6. Recopilación de los fármacos, dosis y número de animales utilizados en los 
experimentos farmacológicos de preferencia por una solución azucarada. 
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3.5 MEDIDAS 
COMPORTAMENTALES 
El comportamiento de los animales se midió con dos métodos: 
por un lado, en los experimentos que estudiaban los efectos de las drogas 
dopaminérgicas, una persona que no conocía el protocolo experimental 
midió mediante cronómetros el tiempo que los animales pasaban 
investigando los botes que contenían la viruta utilizada como fuente de 
estímulos. Se consideraba investigación al tiempo que los animales 
pasaban olfateando y escarbando en el recipiente que contenía los 
estímulos. En el resto de experimentos que exploraban las bases 
neuroquímicas de la atracción innata, con drogas que afectaban a la 
transmisión por noradrenalina, opiáceos, serotonina y óxido nítrico, así 
como en el experimento utilizando lesiones, se empleó un sistema 
automático de captación de imágenes (Figura 9) (SMART 2.0 y 2.5, 
Panlab) que permitía el registro del tiempo que pasaban los animales en 
un área circular de 10 cm de diámetro definida alrededor de los botes 
que contenían la viruta. Por ello, mientras en las gráficas del punto 
correspondiente a las drogas dopaminérgicas se especifica tiempo de 
investigación, en las de los puntos restantes se habla de tiempo en las zonas.  
Adicionalmente, en los experimentos utilizando drogas 
monoaminérgicas se analizó el tiempo que los animales empleaban sólo 
escarbando, medido en todo caso mediante cronómetros, dado que se 
sabe que este comportamiento es afectado por este tipo de drogas 
(Gyertyan, 1995). 
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Para controlar los efectos de las drogas sobre el comportamiento 
global, y descartar que los posibles efectos sobre la preferencia se 
debieran a efectos inespecíficos sobre la locomoción o el 
comportamiento exploratorio se tomaron dos medidas. Para medir la 
locomoción, se dividió la caja en cuatro sectores sobre la pantalla y se 
contó el número de cruces entre ellos, manualmente o mediante el 
sistema SMART. Además, se analizó el tiempo total investigando (o 
pasado en ambas zonas) en el control post-tratamiento. 
Para los experimentos de preferencia de lugar condicionada por 
feromonas de macho, la zona definida con el sistema SMART fue de 20 
cm. La diferencia de tamaño entre las zonas de interés entre ambos tipos 
de experimento se justifica porque en los experimentos de atracción 
innata nos interesa fundamentalmente el tiempo que pasa el animal 
investigando los estímulos, cosa que hace mientras se encuentra cerca del 
bote, mientras que en los experimentos de preferencia condicionada de 
lugar nos interesa el tiempo que pasa cerca de los estímulos, sin tener en 
cuenta si está investigando o no. 
 
Figura 9. Capturas de la pantalla mostrada por el programa SMART 2.5, con dos 
recorridos típicos efectuados por los animales.  
En la captura de la izquierda, se aprecia una exploración equilibrada de la caja y de ambos botes, 
como la que suele ocurrir en los tests de control. Por el contrario, en la pantalla de la derecha 
puede observarse cómo el animal prefería investigar la viruta contenida en el bote de la izquierda, 
como ocurre en animales normales en el test de preferencia por las feromonas de macho. 
Estudios Desarrollados 67 
Para los tests de habituación-deshabituación, una persona que 
desconocía el protocolo y el tratamiento de los animales midió con un 
cronómetro el tiempo que los ratones estaban levantados sobre sus patas 
traseras oliendo la punta del bastoncillo, con el hocico a menos de un 
centímetro de la misma. 
68  Neuroquímica del refuerzo inducido por feromonas 
3.6 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Los datos resultantes de los experimentos descritos se analizaron 
con el programa SPSS 14.0. En primer lugar, se comprobó siempre la 
normalidad de los datos mediante una prueba de Kolmogorov-Smirnov 
con la corrección de Lilliefors y la homocedasticidad con una prueba de 
Levene. Si los datos cumplían ambas condiciones, se aplicaron tests t de 
Student, ANOVAs univariantes o ANOVAs para medidas repetidas, 
seguidos de un análisis post-hoc de Dunnet o de comparaciones por 
parejas con la corrección de Bonferroni.  
En el caso de no cumplirse la condición de normalidad, cosa que 
se especificará cuando corresponda, se aplicaron las pruebas no 
paramétricas de Wilcoxon para medidas relacionadas o de  Kruskal-





4.1 PAPEL DE LOS SISTEMAS 
CATECOLAMINÉRGICOS EN EL 
REFUERZO INDUCIDO POR 
FEROMONAS DE MACHO 
4.1.1 Justificación 
Este primer capítulo se dedica al estudio de la importancia de los 
sistemas catecolaminérgicos para el refuerzo inducido por feromonas, y 
de entre ellos, aquellos que utilizan las catecolaminas noradrenalina (o 
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norepinefrina) y dopamina (Figura 10). En primer lugar, expondremos la 
localización de las neuronas catecolaminérgicas y la distribución de los 
receptores para catecolaminas; a continuación comentaremos las diversas 
hipótesis que existen acerca de su papel específico en el refuerzo. 
 
Figura 10. Ruta de síntesis de las catecolaminas.  
A partir del aminoácido tirosina, la acción de diversas enzimas da lugar a la síntesis de la 
dopamina y a partir de ella de la norepinefrina. La ruta finaliza con la transformación de la 
norepinefrina en epinefrina por la acción de la enzima PNMT (no mostrado) (Adaptado de 
Purves et al., 2001). 
Sistemas dopaminérgicos 
Los sistemas dopaminérgicos, tal como fueron descritos por 
primera vez por Dahlstrom y Fuxe (1964), se originan principalmente en 
ciertos núcleos del tegmento mesencefálico. Podemos distinguir dos vías 
dopaminérgicas principales (Figura 11): por un lado, la vía nigro-estriatal 
se origina en la sustancia nigra y proyecta al estriado dorsal, y resulta clave 
para la coordinación de los movimientos y las pautas motoras repetitivas, 
por lo que su pérdida en la enfermedad de Parkinson da lugar a los 
desastrosos efectos comportamentales bien conocidos por todos. Por 
otro lado, las neuronas que dan lugar a la vía meso-limbo-cortical tienen 
sus somas en el área ventral tegmental y envían sus proyecciones al 
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estriado ventral, septum, amígdala e hipocampo, así como a la corteza 
prefrontal, cingulada, perirrinal y entorrinal (Björklund y Lindvall, 1984).  
 
Figura 11. Esquema de los principales sistemas dopaminérgicos en el encéfalo del ratón. 
Abreviaturas: Acb: núcleo accumbens; Arc: núcleo arcuato; Cpu: caudatus putamen; OB; bulbo 
olfativo; Pir: corteza piriforme; SC: núcleo supraquiasmático; SN: sustancia nigra; Tu: tubérculo 
olfativo; VTA: área ventral tegmental. (Adaptado de Sheperd, 1994) 
Además, existen numerosas neuronas dopaminérgicas en el 
hipotálamo, sobre todo a niveles tubero-infundibulares, en donde juegan 
un importante papel en el sistema neuroendocrino, sobre todo en la 
regulación de hormonas relacionadas con la reproducción, así como en 
los bulbos olfativos. 
Los receptores para la dopamina son miembros de la superfamilia 
de proteínas asociadas a proteínas G, existiendo cinco receptores 
descritos, nombrados de D1 a D5. Sin embargo, se tiende a agrupar a los 
receptores dopaminérgicos en los de tipo D1 (receptores D1 y D5) y los 
de tipo D2 (D2, D3 y D4) (Sealfon y Olanow, 2000). El receptor D1 y el 
D2 muestran una amplia distribución que coincide con la de las neuronas 
dopaminérgicas, encontrándose los niveles más elevados en el estriado, la 
sustancia nigra y la capa glomerular del bulbo olfativo, y niveles 
relativamente elevados en la amígdala, sobre todo del tipo D1 en la 
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división basolateral (Wamsley et al., 1989; Reader et al., 1999). La 
distribución de los tipos restantes es algo más restringida; nos resulta de 
especial interés la del D3, cuya expresión se restringe al shell ventromedial 
del accumbens y sobre todo en los islotes de Calleja (Diaz et al., 1995). 
Por otro lado, la distribución y funciones de los diversos tipos de 
receptores es muchas veces complementaria; es bien conocido el caso de 
las vías eferentes directa e indirecta del estriado, originadas en neuronas 
que expresan receptores D1 y la D2 respectivamente (Gerfen et al., 
1990). Además, a nivel estriatal la activación del receptor D1 provoca un 
incremento de la actividad adenilato ciclasa, mientras que la activación de 
receptores D2 induce el efecto contrario (Nishi et al., 1997). Esto puede 
explicar que, en ocasiones, los fármacos que afectan a cada tipo  de 
receptores provoquen efectos opuestos sobre el comportamiento de los 
animales o la actividad neuronal (Eyny y Horvitz, 2003; Trantham-
Davidson et al., 2004). 
Dopamina y refuerzo 
Como vimos en la Introducción General, los experimentos de 
autoestimulación intracraneal primero y farmacológicos después 
focalizaron pronto la atención de los estudiosos del refuerzo sobre la 
dopamina, especialmente la vía meso-córtico-límbica, y su importancia 
para el desencadenamiento y mantenimiento de los comportamientos 
guiados por recompensa. Sin embargo, como también apuntábamos 
entonces, el espectacular número de estudios existentes hoy en día no ha 
desembocado en una teoría definitiva sobre el papel exacto de la 
dopamina en el refuerzo. Por lo tanto, para saber cual es el marco teórico 
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en el que nos movemos, a continuación ofrecemos un repaso somero a 
las hipótesis existentes. 
La decana de las hipótesis acerca del papel de la dopamina en el 
refuerzo, como vimos en la Introducción General, fue la llamada de la 
anhedonia (Wise et al., 1978; Wise y Rompré, 1989). Como su nombre 
indica, los autores citados consideraban que la dopamina debía ser el 
agente causal de la sensación de placer asociada al consumo de una 
recompensa, al interpretar que la reducción en la tasa de respuesta 
instrumental de los animales bajo tratamiento con neurolépticos para 
conseguir una recompensa era el reflejo de la pérdida del valor hedónico 
de la misma para el animal. Sin embargo, esta hipótesis era demasiado 
simplista en su interpretación, y con el tiempo se ha ido abandonando. 
La prueba más reciente en contra vino de la mano de unos ratones 
mutantes que carecen de tirosina hidroxilasa (ver Figura 10), y por lo 
tanto son incapaces de producir dopamina: estos ratones prefieren de 
manera robusta consumir una solución de sacarina frente a agua 
(Cannon y Palmiter, 2003). Dado que ambos tipos de bebida 
proporcionan la misma aportación calórica, la única explicación 
razonable al mayor consumo de la solución dulce es que los animales la 
prefieren por el placer que provoca su ingesta. Además, uno de los 
puntos débiles de la hipótesis de la anhedonia, que a la vez constituye el 
principal problema al que nos enfrentamos cuando nos proponemos 
estudiar los mecanismos del refuerzo, es que normalmente se utilizan 
paradigmas que implican algún tipo de aprendizaje, lo cual añade 
variables no deseadas impidiéndonos estudiar la componente hedónica 
principal del estímulo que estamos utilizando. Como señalamos en la 
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Introducción General, precisamente la ventaja de nuestro modelo radica 
en la posibilidad de estudiar el refuerzo primario, ya que las hembras de 
ratón presentan una atracción innata por feromonas de macho.  
En línea con esta observación, Berridge y Robinson (1998) 
inciden sobre la necesidad de contraponer el placer que proporciona una 
recompensa con la apetencia que induce, cosa que estos autores resumen 
en el aforismo liking vs. wanting. Según ellos, los sistemas dopaminérgicos 
no median ni la sensación hedónica proporcionada por la recompensa, es 
decir, el liking (como proponía la hipótesis de la anhedonia) ni los procesos 
de aprendizaje asociados a la misma (como propone la hipótesis del refuerzo, 
ver más abajo), sino que son imprescindibles para modular el valor 
motivacional –el wanting- que posee cada recompensa. Es decir, la 
dopamina no sería la responsable de que nos guste un determinado 
estímulo, sino de que lo queramos, de que estemos motivados para 
conseguirlo. 
En una vuelta de tuerca adicional sobre la hipótesis anterior, 
Salamone y Correa, (2002), proponen dividir la componente wanting en 
apetencia por consumir la recompensa y activación para obtenerla –o 
disponibilidad del animal por trabajar por esa recompensa-, y sugieren 
que la dopamina es necesaria sólo para este último proceso.  
Un tercer grupo de hipótesis considera que la dopamina es 
necesaria para la asociación de la recompensa con estímulos predictores 
de la misma. Así, la hipótesis del refuerzo propone que la dopamina es 
necesaria para el establecimiento y posterior fortalecimiento de las 
asociaciones estímulo-respuesta que tienen lugar cuando se presenta una 
recompensa al sujeto experimental, basándose en observaciones sobre la 
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incapacidad de los animales de aprender a presionar una palanca para 
recibir comida bajo tratamientos con neurolépticos (Wise y Schwartz, 
1981). 
Por último, Schultz (2002) ofrece un análisis desde un punto de 
vista algo distinto. Este autor investiga con mucho detalle las respuestas 
tónicas y fásicas de las neuronas tegmentales dopaminérgicas frente a la 
recompensa primaria y a los estímulos condicionados a la misma a 
medida que avanza el aprendizaje. En las primeras experiencias del 
animal con una recompensa, las neuronas dopaminérgicas se activan ante 
su presencia (Figura 12A), pero a medida que la recompensa se va 
haciendo predecible por los estímulos exteriores asociados a la misma, el 
disparo de las neuronas tegmentales se transfiere desde la recompensa 
hasta el estímulo predictor, hasta que la liberación de dopamina se 
produce únicamente tras la aparición de éste (Figura 12B, C). Por el 
contrario, si tras el estímulo predictor la recompensa no llega cuando 
debiera, el disparo de las neuronas tegmentales muestra una clara 
inhibición (Figura 12D).  
 
Figura 12. Hipótesis de la predicción de errores de Schultz. 
Esquema de las respuestas electrofisiológicas de neuronas individuales a estímulos relacionados 
con el refuerzo. Adaptado de Schultz, 2007. Para una explicación detallada, ver texto. 
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 Con estos datos, Schultz concluye que la actividad de las 
neuronas dopaminérgicas tegmentales no es necesaria ni para la 
sensación hedónica ni para la motivación, sino que más bien actúa como 
una señal predictora de la aparición de la recompensa. 
En este capítulo consideraremos si el papel del sistema 
dopaminérgico en los comportamientos guiados por feromonas encaja 
con alguna de las visiones expuestas. Cuando se iniciaron los 
experimentos pertinentes teníamos datos que apuntaban en direcciones 
opuestas. Sabíamos, por ejemplo, que cuando se expone a ratas macho a 
olor de hembras en estro se produce una liberación de dopamina en el 
núcleo accumbens (Mitchell y Gratton, 1991, 1992), lo cual podría se 
indicativo de un papel de la dopamina en la detección de estímulos 
olfativos/vomeronasales sexualmente relevantes. Sin embargo, los 
primeros resultados que proporcionó nuestro laboratorio a este respecto 
habían sido negativos: lesiones específicas con 6-OH-dopamina de las 
neuronas dopaminérgicas del área ventral tegmental no afectaron a la 
atracción innata de las hembras de ratón por feromonas de macho, a 
pesar de ser efectivas en el bloqueo del consumo preferente de una 
solución azucarada (Martínez-Hernández et al., 2006). 
Pese a esta evidencia, quisimos continuar explorando los posibles 
efectos de la dopamina, por tres razones: validar mediante otra técnica el 
resultado precedente, explorar los posibles efectos de un exceso, en lugar 
de un defecto, de dopamina, e investigar si la dopamina pudiera estar 
implicada en otros aspectos del refuerzo inducido por feromonas, tales 
como el aprendizaje. 
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Sistemas noradrenérgicos 
El mayor conjunto de neuronas productoras de noradrenalina se 
encuentra en el locus coeruleus, cuyos axones inervan prácticamente todo el 
telencéfalo, incluyendo el tubérculo olfativo, septum, bulbo olfativo, 
hipocampo y neocórtex en general, además del tálamo. Por otro lado, las 
neuronas noradrenérgicas del área lateral tegmental inervan 
fundamentalmente el hipotálamo (Moore y Card, 1984) (Figura 13).  
Se han descrito tres tipos de receptores noradrenérgicos, cada 
uno de los cuales presenta distintos subtipos. La noradrenalina puede 
actuar activando o inhibiendo la actividad neuronal dependiendo del tipo 
de receptor sobre el que actúe. 
 
Figura 13. Esquema de los principales sistemas noradrenérgicos en el encéfalo del ratón. 
Abreviaturas: LC: locus coeruleus; LTA: área lateral tegmental; OB: bulbo olfativo; Tu: tubérculo 
olfativo. (Adaptado de Sheperd, 1994) 
 
Así pues, los receptores del tipo β (β1, β2 y β3, siendo el β1 el más 
abundante en el telencéfalo, Rainbow et al., 1984) incrementan la 
actividad de la adenilato ciclasa mientras que los del tipo α2 (α2A, α2B, 
α2C) la inhiben. Por otro lado, los del tipo los α1 (α1A, α1B, α1D) se 
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encuentran asociados a la fosfolipasa C (revisión en Ramos y Arnsten, 
2007).  
Respecto a su distribución, encontramos los receptores α1 y α2 
sobre todo en el bulbo olfativo, la corteza piriforme anterior, el septum 
lateral y tálamo e hipotálamo, además de en el hipocampo (Young y 
Kuhar, 1980). En cuanto a los receptores β, podemos encontrar niveles 
elevados en el hipotálamo, el estriado (incluyendo caudatus-putamen, 
tubérculo olfativo e islotes de Calleja) la corteza cingulada, la amígdala 
basolateral y el hipocampo. En general, los receptores de tipo β1 son más 
abundantes en el prosencéfalo que los β2, que predominan en el cerebelo 
(Rainbow et al., 1984). 
Noradrenalina, refuerzo y sexo 
Como vimos en la Introducción General, la noradrenalina fue el 
neurotransmisor que se consideró por primera vez como integrante de 
un putativo sistema del refuerzo en base a los experimentos de 
autoestimulación intracerebral, ya que se producían resultados positivos 
cuando los electrodos se colocaban en el tracto dorsal tegmental 
noradrenérgico, así como en el locus coeruleus (Poschel, 1963; revisión en 
Wise, 1978). Sin embargo, pronto los resultados negativos plantearon 
alternativas, como por ejemplo la participación del sistema 
dopaminérgico en el fenómeno (Koob et al., 1978; Corbett y Wise, 1979). 
La noradrenalina, no obstante, juega un papel muy importante en 
el comportamiento sexual y en algunos de los efectos neuroendocrinos 
mediados por feromonas. Así, se ha comprobado la importancia del 
receptor α2 en la motivación sexual tanto en hembras de rata (González 
et al., 1996) como en machos (Viitamaa et al., 2006). De la misma manera, 
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el incremento de la transmisión noradrenérgica, a través de los receptores 
α, en el bulbo olfativo accesorio durante la cópula es fundamental para el 
establecimiento de la memoria olfativa que da lugar al efecto Bruce 
(Kaba y Keverne, 1988, Brennan et al., 1995; Okere et al., 1996). La 
noradrenalina es asimismo fundamental para el desarrollo de un 
comportamiento maternal adecuado, que en roedores es dependiente de 
manera directa del reconocimiento olfativo de las crías (Thomas y 
Palmiter, 1997) 
4.1.2 Grupos experimentales 
Con el objetivo de explorar la implicación del sistema 
dopaminérgico en la atracción innata por feromonas, sometimos a las 
hembras químicamente vírgenes a un test de preferencia por feromonas de 
macho bajo tratamiento con diversos antagonistas y agonistas, tanto 
específicos como indirectos, de la dopamina (Tabla 7). El tiempo entre la 
administración de las diversas drogas y el primer test comportamental 
fue de 20 minutos. Dado que estas drogas afectan a la olfacción en 
roedores (Doty y Fergusson-Segall, 1987), se realizaron experimentos 
adicionales para comprobar la función olfativa de los animales tratados 
con anfetamina (20 minutos antes del test comportamental) (Tabla 8). 
Además, para comprobar si la activación del sistema dopaminérgico era 
necesaria para la adquisición de una preferencia de lugar condicionada 
por feromonas de macho, administramos los fármacos antagonistas de 
los receptores dopaminérgicos D1 y D2 20 minutos antes de cada una de 
las sesiones de entrenamiento necesarias para el establecimiento de este 
tipo de condicionamiento (ver Material y Métodos, Tabla 9)  
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Tabla 7. Grupos experimentales utilizados para explorar el efecto de las drogas 
dopaminérgicas sobre la atracción innata de las hembras de ratón por feromonas de 
macho. 
 
Tabla 8. Grupos experimentales utilizados para explorar el efecto de la anfetamina sobre 
la capacidad de los sujetos experimentales de detectar olores neutros. 
El tiempo entre la administración de la droga y el test comportamental fue de 20 minutos. 
 
 
Tabla 9. Grupos experimentales utilizados para explorar el efecto del bloqueo 
farmacológico de los receptores D1 y D2 durante la adquisición de una preferencia de 
lugar condicionada por feromonas de macho.  
Estos grupos experimentales se subdividían en dos subgrupos, cada uno de los cuales tenía la 
zona reforzada en uno de los lados de la caja, es decir, la mitad de los animales asociaron la 
recompensa con la zona izquierda y la otra mitad con la zona derecha. 
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Tabla 10. Grupos experimentales utilizados para explorar el efecto de fármacos con 
actividad noradrenérgica sobre la atracción innata de las hembras de ratón por feromonas 
de macho. 
Finalmente, para estudiar si la noradrenalina es necesaria para la 
atracción innata por feromonas de macho elegimos en primer lugar un 
fármaco inhibidor de la recaptación de la noradrenalina, la desipramina. 
Dado que este fármaco tiene características similares a la anfetamina, 
pero sin actividad dopaminérgica, nos permitía comparar los resultados 
de ambas drogas, afinando el análisis. A continuación, debido a la 
importancia de los receptores α2 en los estudios revisados, analizamos 
los efectos de un antagonista de este receptor, la yohimbina (Tabla 10), 
que por sus características resulta en realidad un agonista indirecto de la 
noradrenalina, ya que los α2 son receptores presinápticos que inhiben la 
liberación de noradrenalina (Langer, 1980). El tiempo entre la 
administración de la droga y el primer test comportamental fue de 30 
minutos. 
82  Neuroquímica del refuerzo inducido por feromonas 
4.1.3 Resultados 
Experimento 1.A: Efecto de fármacos dopaminérgicos 
sobre la atracción innata por feromonas de macho 
Experimento 1.A.1: Efecto de antagonistas específicos de los 
receptores D1 y D2 de la dopamina 
En primer lugar, se analizaron aquellos comportamientos que 
podían verse afectados por este tipo de drogas, interfiriendo por tanto en 
el test de preferencia. Así, comenzamos analizando si los animales no 
mostraban alteraciones en la locomoción. Para ello, se sumó el número 
de sectores cruzados por los sujetos en el control post-tratamiento y el test de 
preferencia por feromonas de macho (ver Material y Métodos), es decir, durante 
los tests en los que el animal se encontraba bajo el efecto de la droga. 
Este dato se analizó con un ANOVA univariante con el factor entre-
sujetos GRUPO, seguido de un análisis post-hoc de Dunnet con el 
grupo Salino como categoría de control. Como muestra la Figura 14A, la 
dosis más alta de SCH (0.05 mg/kg), disminuyó notablemente el número 
de cruces (ANOVA, F3, 35=4.253, p=0.012, post-hoc de Dunnet, Salino 
vs SCH 0.05 mg/kg, p=0.007), mientras que el resto de los tratamientos 
no afectaron a la locomoción. 
En segundo lugar, se analizó como medida de la capacidad 
investigadora de los animales la suma del tiempo empleado investigando 
ambos botes con viruta de hembra en el test de control post-tratamiento, 
también con un ANOVA univariante entre grupos. Aunque el ANOVA 
resultó significativo, el post-hoc de Dunnet reveló que las drogas no 
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afectaron significativamente al tiempo empleado por las hembras 
experimentales a la investigación de los estímulos al compararlas con el 
grupo Salino (F3, 35=3.013, p=0.043; post-hoc de Dunnet: SCH 0.02 
mg/kg vs. Salino, p=0.318; SCH 0.05 mg/kg vs. Salino, p=0.328; Sulp vs. 
Salino, p=0.557) (Figura 14B). 
El análisis del efecto de los antagonistas sobre la atracción innata 
de las hembras de ratón por feromonas de macho demostró que el 
bloqueo de los receptores D1 y D2 no afecta a este comportamiento. Se 
utilizó un ANOVA de medidas repetidas para analizar el tiempo 
empleado por la hembras en investigar cada tipo de viruta, con los 
factores intra-sujetos TEST (control post-tratamiento y test de preferencia por 
feromonas de macho) y LADO (ambos lados contenían feromonas de 
hembra en el control post-tratamiento, mientras que en el test de preferencia por 
feromonas de macho uno contenía viruta de hembra y el otro viruta de 
macho) y GRUPO (Salino, SCH 0.02 mg/kg, SCH 0.05 mg/kg, Sulp 20 
mg/kg) como factor entre-sujetos. Este análisis reveló que no existía una 
interacción significativa entre los factores TEST x LADO x GRUPO (F3, 
35=0.938, p=0.433) ni TEST x GRUPO (F3, 35=1.809, p=0.164), pero sí 
entre los factores TEST x LADO (F3, 35=66.757, p<0.001) y LADO x 
GRUPO (F3, 35=3.479, p=0.026). Además, los factores TEST (F1, 
35=45.274, p<0.001), LADO (F1, 35=105.147, p<0.001) y GRUPO (F1, 35= 
4.260, p=0.011) contribuyeron de manera significativa a las diferencias 
que mostraban los datos. 
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Figura 14. Efecto de los antagonistas dopaminérgicos sobre la atracción innata por 
feromonas de macho y el comportamiento de escarbar. 
A. Locomoción; suma de los sectores cruzados en el control post-tratamiento y el test de 
preferencia por las feromonas de macho. B. Investigación total; suma de la investigación de 
ambos recipientes en el control post-tratamiento. C. Investigación preferente; tiempo 
investigando cada recipiente en el control post-tratamiento y el test de preferencia por feromonas 
de macho. D. Tiempo total escarbando; suma del tiempo escarbando en ambos recipientes en el 
control post-tratamiento. E. Tiempo escarbando en cada recipiente en el test de preferencia por 
feromonas de macho. *=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.001 
 
Las comparaciones por parejas entre LADOS en cada TEST 
revelaron que las hembras pasaban más tiempo investigando la viruta de 
macho en el test de preferencia por feromonas de macho (p<0.001). Además, la 
falta de interacción de tercer orden entre los factores TEST x LADO x 
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GRUPO indica que todos los grupos mostraban una preferencia similar 
por las feromonas contenidas en la viruta usada por machos (Figura 
14C).  Por último, las comparaciones por parejas entre grupos mostraron 
que el efecto significativo de este factor se debía a diferencias globales 
entre los grupos SCH 0.02 mg/kg y Sulp (p=0.014), mientras que 
ninguno de los grupos tratados dio lugar a diferencias respecto del grupo 
de control. 
En cuanto al comportamiento de escarbar, se utilizó un análisis 
no paramétrico de Kruskall-Wallis, comparando la suma del tiempo 
escarbando en ambos botes en el control post-tratamiento. Este análisis 
reveló diferencias significativas entre los grupos (p=0.016), que como 
puede observarse muy claramente en la figura Figura 14D, se debieron a 
un gran incremento de esta actividad provocada por el antagonista de los 
receptores D2. Para finalizar, el análisis de Wilcoxon comparando el 
tiempo que dedicaban las hembras a escarbar en la viruta de hembras 
con el que escarbaban en la de machos (Figura 14E), reveló que este 
comportamiento también es preferencial (Salino, p=0.011; SCH 0.02 
mg/kg, p=0.033, SCH 0.05 mg/kg, p=0.011; Sulp, p=0.007). Asimismo, 
el tiempo dedicado por las hembras a escarbar la viruta de macho 
presentó una tendencia marginalmente significativa a ser aumentado por 
los tratamientos, tendencia debida al Sulp (Figura 14E) (Análisis de 
Kruskal-Wallis, p=0.069). 
 Experimento 1.A.2: Efecto de la anfetamina 
El ANOVA de la actividad locomotora indicó un efecto global 
de los tratamientos (F2, 25 =7.647, p= 0.003; Figura 15A). El análisis post-
hoc de Dunnet reveló que sólo la dosis alta (p=0.003), pero no la baja 
86  Neuroquímica del refuerzo inducido por feromonas 
(p=0.987), incrementó la movilidad de los animales respecto a los del 
grupo Salino. 
Sin embargo, el comportamiento exploratorio no se vio afectado 
por la anfetamina (Figura 15B), como demostró el ANOVA comparando 
la suma del tiempo explorando los botes que contenían viruta de hembra 
en el control post-tratamiento (F2, 25=0.189, p=0.189). 
Muy al contrario de lo que sucedió con los antagonistas, el 
tratamiento con el agonista indirecto de la dopamina eliminó la 
preferencia de las hembras por las feromonas de macho. El ANOVA de 
medidas repetidas con el que analizamos el tiempo que empleaban las 
hembras en la investigación de cada estímulo reveló una interacción 
significativa de los factores TEST x LADO x GRUPO (F2, 25=3.761, 
p=0.037) y TEST x LADO (F2, 25=14.578, p=0.001), así como efecto 
significativo de los factores TEST (F1, 25=9.301, p=0.005), LADO (F1, 
25=2.049, p=0.002) y GRUPO (F1, 25=3.439, p=0.048). Por el contrario, 
las interacciones TEST x LADO (F2, 25=1.651, p=0.212) y LADO x 
GRUPO (F2, 25=2.049, p=0.150) no fueron significativas. Las 
comparaciones por parejas entre LADOS en cada TEST y GRUPO 
demostraron que únicamente los animales del grupo Salino mostraban 
una preferencia consistente por la exploración de las feromonas de 
macho (p<0.001). El tiempo investigando ambos botes fue similar en el 
control post-tratamiento (donde ambos botes contenían feromonas de 
hembra) en todos los grupos, así como en el test de preferencia por feromonas 
de macho en los animales tratados con anfetamina (p>0.1 en todos los 
casos) (Figura 15C). Por tanto, la anfetamina eliminó la preferencia 
innata de las hembras por las señales químicas derivadas de machos. 
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El comportamiento de escarbar también resultó claramente 
afectado por los tratamientos, hasta el punto de que ninguno de los 
animales tratados la dosis alta escarbó bajo los efectos de la droga (Figura 
15D), cosa que resultó además en una falta de normalidad, por lo que se 
aplicaron análisis no paramétricos. 
 
Figura 15. Efecto de la anfetamina sobre la atracción innata por feromonas de macho y el 
comportamiento de escarbar.  
A. Locomoción; suma de los sectores cruzados en el control post-tratamiento y el test de 
preferencia por las feromonas de macho. B. Investigación total; suma de la investigación de 
ambos recipientes en el control post-tratamiento. C. Investigación preferente; tiempo 
investigando cada recipiente en el control post-tratamiento y el test de preferencia por feromonas 
de macho. D. Tiempo total escarbando; suma del tiempo escarbando en ambos recipientes en el 
control post-tratamiento. E. Tiempo escarbando en cada recipiente en el test de preferencia por 
feromonas de macho. *=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.001 
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Así pues, un test de Kruskal-Wallis reveló diferencias 
significativas entre los grupos en el control post-tratamiento (p<0.001). 
Finalmente, el test de Wilcoxon comparando el tiempo escarbando en la 
viruta de hembra frente a la de macho demostró que sólo los animales 
tratados con Salino preferían escarbar la viruta de machos (Salino, 
p=0.009; anfetamina 0.5 mg/kg, p=0.514; anfetamina 2 mg/kg, p=1; 
Figura 15E). El test de Kruskal-Wallis reveló además diferencias 
significativas en el tiempo escarbando la viruta de macho entre los 
grupos (p=0.001). 
Como conclusión, la dosis alta de anfetamina, en nuestro 
paradigma, incrementó la locomoción y eliminó el comportamiento de 
escarbar. Aunque ninguna de las dosis afectó globalmente al 
comportamiento exploratorio general de las hembras, ambas suprimieron 
su preferencia incondicionada por las feromonas de macho. 
Experimento 1.A.3: Efecto de los agonistas específicos de los 
receptores D1 y D2 de la dopamina  
Los tratamientos con los fármacos empleados en este 
experimento afectaron de manera dramática a la locomoción. El 
ANOVA y el subsiguiente análisis post-hoc de Dunnet reveló diferencias 
significativas entre los grupos tratados con los agonistas y el Salino 
(ANOVA: F4, 36=27.970, p<0.001, Salino vs todos los grupos tratados 
con fármacos, p<0.001) (Figura 16A). De hecho, las hembras tratadas 
con SKF 10 mg/kg y Quin 1 mg/kg, además del dramático descenso en 
el número de sectores cruzados mostraban temblores, y una afectación 
patente de su comportamiento en general. Por tanto, los datos 
procedentes de los grupos tratados con estas dosis fueron descartados 
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para los análisis estadísticos posteriores, aunque ofrecemos los valores 
numéricos de los mismos junto con los del grupo salino para posibilitar 
la comparación (Tabla 11). 
 
Tabla 11. Parámetros comportamentales medidos en los grupos tratados con las dosis 
baja de SKF y alta de Quin. 
Notar que ninguno de los animales presentó el comportamiento de escarbar en ninguno de los 
dos tests. 
 
Además del efecto sobre la locomoción, el tratamiento con SKF 
redujo también la investigación total en el control post-tratamiento 
(ANOVA: F2, 22=9.540, p=0.001; post-hoc Dunnet, SKF 20 mg/kg vs 
SAL, p<0.001; QUIN 0.2 mg/kg vs SAL, p=0.111) (Figura 16B). 
El análisis del efecto de los agonistas dopaminérgicos sobre la 
preferencia innata por feromonas de macho reveló que el agonista del 
receptor D1 eliminaba la preferencia, no así el agonista de D2 (Figura 
16C). En el ANOVA de medidas repetidas resultaron significativas las 
interacciones entre los factores TEST x LADO x GRUPO (F2, 22=4.486, 
p=0.023), TEST x LADO (F2, 22=27.704, p<0.001) y LADO x GRUPO 
(F2, 22=7.475, p=0.003), así como los factores LADO (F1, 22=51.755, 
p<0.001) y GRUPO (F1, 22=16.191, p<0.001). Además, la interacción 
TEST x GRUPO (F2, 22=2.783, p=0.084) y el factor TEST (F1, 22=3.679, 
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p=0.068) contribuyeron marginalmente a las diferencias observadas en 
los datos. Las comparaciones por parejas entre los LADOS en cada 
TEST y GRUPO revelaron que la preferencia por las feromonas de 
macho se expresaba únicamente en los grupos Salino y Quin (p<0.001), 
mientras que las hembras tratadas con SKF no mostraban una diferencia 
significativa en el tiempo empleado en investigar la viruta de hembra y la 
de macho (p=0.283). Los resultados quedan validados por la falta de 
preferencia de los animales por cualquiera de los dos lados en el control 
post-tratamiento (p>0.5 en todos los casos). 
Como en el caso de la anfetamina, también los agonistas directos 
disminuyeron el tiempo dedicado a escarbar (Kruskal-Wallis, p=0.003) 
(Figura 16D). Por último, el análisis del tiempo escarbando ambas virutas 
durante el test de preferencia por feromonas de macho reveló que ambos 
agonistas de la dopamina suprimían el escarbado preferencial de la viruta 
de macho (Wilcoxon: SKF 20 mg/kg, p=0.655; Quin 0.2 mg/kg, 
p=0.180) que sí mostraban los animales del grupo control (Salino, 
p=0.003) (Figura 16E). De hecho, el test de Kruskal-Wallis demostró 
diferencias significativas en el tiempo dedicado a escarbar la viruta de 
macho entre los grupos (p=0.001). 
Por tanto, mientras los dos agonistas redujeron tanto la 
locomoción como el tiempo escarbando, así como el escarbado 
preferente de la viruta de macho, sus efectos sobre la preferencia por 
señales químicas de macho fueron diferentes, ya que sólo el agonista de 
D1 eliminó esta preferencia. 
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Figura 16. Efecto de los agonistas específicos de la dopamina sobre la atracción innata 
por feromonas de macho y el comportamiento de escarbar.  
A. Locomoción; suma de los sectores cruzados en el control post-tratamiento y el test de 
preferencia por las feromonas de macho. B. Investigación total; suma de la investigación de 
ambos recipientes en el control post-tratamiento. C. Investigación preferente; tiempo 
investigando cada recipiente en el control post-tratamiento y el test de preferencia por feromonas 
de macho. D. Tiempo total escarbando; suma del tiempo escarbando en ambos recipientes en el 
control post-tratamiento. E. Tiempo escarbando en cada recipiente en el test de preferencia por 
feromonas de macho. *=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.001 
Experimento 1.B: Efecto de la anfetamina sobre la 
función olfativa de las hembras de ratón 
Como ya comentamos, la anfetamina puede afectar a la olfacción 
en roedores (Doty y Ferguson-Segall, 1987). Aunque cuando se 
realizaron estos experimentos ya sospechábamos que las feromonas 
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reforzantes para las hembras eran detectadas por el órgano vomeronasal, 
puesto que son no volátiles (Moncho-Bogani et al., 2002), la 
demostración definitiva de este punto llegó después (Martínez-Ricós et 
al., in press). Así pues, se hacía necesario saber si la olfacción en general se 
veía afectada por el tratamiento con anfetamina, dado que la pérdida de 
preferencia por las feromonas de macho podía estar provocada por un 
déficit sensorial que impidiera al animal detectar las mismas. Para ello 
utilizamos un protocolo estándar de función olfativa, la habituación-
deshabituación (ver Material y Métodos). 
Aplicando un test de Wilcoxon para comparar el tiempo de 
exploración de la última presentación del bastoncillo impregnando en 
vehículo con el tiempo investigando la primera presentación del olor A 
comprobamos que tanto las hembras tratadas con Salino (p=0.027) 
como las hembras tratadas con anfetamina 0.5 mg/kg (p=0.027) fueron 
capaces de discriminar olfativamente la primera sustancia. Por el 
contrario, los sujetos tratados con Salino no mostraron una exploración 
incrementada con la presentación del olor B (p=0.465), fenómeno que sí 
se observó en las hembras tratadas con la dosis baja de anfetamina 
(p=0.027). Por último, los animales tratados con la dosis alta de 
anfetamina parecían funcionalmente anósmicos, al no discriminar, 
comportamentalmente, ninguno de los dos olores (vehículo vs A, 
p=0.109; A vs B p=0.180) (Figura 17). 
Estos resultados sugieren que la sensibilidad olfativa de los 
ratones frente a olores neutros resultó incrementada por la dosis baja, ya 
que los animales consiguieron discriminar el segundo olor, y disminuida 
por la dosis alta de anfetamina, que no discriminaron. Dado que ambas 
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dosis afectaron en la misma medida a la preferencia por feromonas, 
eliminándola, concluimos que esta eliminación de la apetencia por 
feromonas de macho no estaba relacionada con una pérdida sensorial. 
 
Figura 17. Efecto de la anfetamina en el test de habituación-deshabituación utilizando 
olores neutros. 
Los círculos señalan el momento de la presentación de cada estímulo nuevo. Los animales 
tratados con la dosis alta se comportaron como funcionalmente anósmicos, mientras que la dosis 
baja mejoró la discriminación entre los dos olores neutros. *=p<0.05 en el grupo salino; 
†=p<0.05 en el grupo tratado con anfetamina 0.5 mg/kg. 
Experimento 1.C: Efecto de los antagonistas de la 
dopamina sobre la adquisición de preferencia de lugar 
condicionada por feromonas de macho 
Para analizar los datos de este experimento, primero 
comprobamos que la localización de la viruta de macho a la derecha o a 
la izquierda de la caja (n=5 para cada lado y grupo, ver Tabla 9) no 
afectaba al tiempo que los ratones  pasaban en las inmediaciones del 
estímulo. Mediante un análisis t-Student comparamos esta variable en el 
primer día de entrenamiento (Figura 18), análisis que demostró que los 
animales exploraban por igual la viruta de macho independientemente de 
su posición (Salino, p=0.638; SCH 0.05 mg/kg, p=0.574; Sulp 20 mg/kg, 
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p=0.934), y por tanto los datos procedentes de ambos subgrupos se 
agruparon para análisis posteriores. 
 
Figura 18. Tiempo en la zona delimitada alrededor de la viruta de macho durante la 
primera sesión de entrenamiento en el experimento de preferencia condicionada de lugar 
bajo tratamiento con los antagonistas dopaminérgicos. 
A continuación, con un ANOVA de medidas repetidas 
comparamos el tiempo que los animales pasaban en cada zona antes 
(control, viruta limpia vs viruta limpia) y después (test de preferencia 
condicionada de lugar, viruta limpia vs viruta limpia) de las sesiones de 
entrenamiento. Los factores intra-sujetos fueron TEST (control, test de 
preferencia condicionada de lugar) y LADO (zona reforzada, zona no reforzada), y 
GRUPO (Salino, SCH 0.05 mg/kg, Sulp 20 mg/kg) el factor entre-
sujetos. Este análisis reveló un efecto significativo del factor LADO (F1, 
27=26.525, p<0.001) y de la interacción  TEST x LADO (F1, 27=9.989; 
p=0.004). Por otro lado, ni los factores TEST (F1, 27=1.2, p>0.283) ni 
GRUPO (F2, 27=0.323; p=0.727), ni las interacciones TEST x GRUPO 
(F2, 27=0.089, p<0.915), LADO x GRUPO (F2, 27=0.854, p<0.437) y 
TEST x LADO x GRUPO (F2, 27=0.582, p<0.565) contribuyeron de 
manera significativa a las diferencias encontradas en las medias. 
Seguidamente, las comparaciones por parejas entre las medias 
marginales estimadas del factor LADO en cada TEST revelaron que no 
había diferencias entre el tiempo que las hembras pasaban en cada área 
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en el control (p<0.573), pero sí en el test de preferencia condicionada de 
lugar (p<0.001). Es decir, la presencia de feromonas de macho en la 
zona reforzada durante las sesiones de entrenamiento incrementó el 
tiempo pasado por los animales en este área, es decir, provocó una 
preferencia condicionada de lugar (Figura 19). Además, la falta de efecto 
del factor GRUPO y de sus interacciones con el resto de factores 
demostró que el tratamiento, previo a las sesiones de entrenamiento, con 
los antagonistas dopaminérgicos, no fue efectivo para bloquear la 
adquisición de esta preferencia condicionada de lugar. 
 
Figura 19. Efecto del tratamiento con antagonistas dopaminérgicos sobre la adquisición 
de preferencia de lugar condicionada por feromonas de macho. 
Tiempo en las zonas reforzada y no reforzada en el control y el test de preferencia condicionada 
de lugar. El tratamiento con los antagonistas de dopamina durante el entrenamiento no impide el 
desarrollo de una preferencia de lugar condicionada  por las feromonas de macho. ***=p<0.001 
96  Neuroquímica del refuerzo inducido por feromonas 
Experimento 1.D: Efecto de fármacos con actividad 
noradrenérgica sobre la atracción innata por feromonas 
de macho 
Experimento 1.D.1: Efecto de la desipramina 
Recordemos que la desipramina actúa principalmente como un  
inhibidor de la recaptación de noradrenalina (Tabla 1, página 51), y por 
lo tanto es un agonista indirecto de este neurotransmisor. 
El tratamiento con ambas dosis de desipramina disminuyó la 
locomoción de los animales (ANOVA entre grupos, F2, 29=11.609, 
p<0.001; análisis post-hoc de Dunnet, Des 10 mg/kg, p<0.001; Des 20 
mg/kg, p=0.001) (Figura 20A), pero no afectó al tiempo total dedicado a 
la investigación en el control post-tratamiento (ANOVA entre grupos, F2, 
29=0.140, p=0.870) (Figura 20B) 
Seguidamente analizamos el tiempo dedicado por las hembras a 
la investigación de las feromonas en el control post-tratamiento y en el test de 
preferencia por feromonas de macho (recordemos que a partir de este 
momento, los datos que se ofrecen son de tiempo en las zonas 
delimitadas alrededor de los estímulos registrados mediante un sistema 
de captación automática de imágenes (SMART) y no de investigación 
estrictamente hablando). El ANOVA para medidas repetidas reveló 
efectos significativos de las interacciones TEST x LADO x GRUPO (F2, 
29=8.032, p=0.002) y LADO x TEST (F2, 29=41.967, p<0.001), así como 
de los factores TEST (F1, 29=13.096, p=0.001) y LADO (F1, 29=60.855, 
p<0.001). Por otro lado, no fueron significativas las interacciones LADO 
x GRUPO (F2, 29=1.032, p=0.369), TEST x GRUPO (F2, 29=0.791, 
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p=0.466) ni el factor GRUPO (F2, 29=0.026, p=0.975). Las 
comparaciones por parejas entre LADO en cada TEST y GRUPO 
revelaron que existía preferencia por las feromonas de macho en todos 
los grupos (SAL, p<0.001; Des 10 mg/kg, p<0.001; Des 20 mg/kg, 
p=0.003), pero también una preferencia inesperada por uno de los lados 
en el control post-tratamiento en el grupo tratado con la dosis alta de 
desipramina (p=0.012), que no se daba en los otros dos grupos (Salino, 
p=0.385, Des 10 mg/kg p=0.579) (Figura 20C). 
Por lo que respecta al comportamiento de escarbar, los 
tratamientos no afectaron a la suma del tiempo escarbando en la viruta 
de hembra en el control post-tratamiento (Kruskal-Wallis, p=0.340), ni al 
escarbado preferencial de la viruta de macho (Wilcoxon, Salino, p=0.011; 
Des 10 mg/kg, p=0.005; Des 20 mg/kg, p=0.018), aunque el tiempo 
escarbando en la viruta de macho se vio afectado de manera 
marginalmente significativa, debido una reducción provocada por la 
dosis alta que puede apreciarse en la Figura 20E (Kruskal-Wallis, 
p=0.066).  
En conclusión, la dosis baja de desipramina, a pesar de reducir 
significativamente la locomoción, no afectó a ninguno de los 
comportamientos relacionados con la preferencia por señales químicas 
masculinas (tiempo en la zona que contenía feromonas de macho ni 
escarbado preferencial). Aunque los datos de la dosis alta son más 
difícilmente interpretables debido al desequilibrio mostrado en la 
situación control, cuando los estímulos a cada lado son idénticos 
(feromonas de hembra), los análisis demostraron que los animales de este 
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grupo también mostraban preferencia por las feromonas de macho, así 
como un escarbado preferencial de la viruta que contenía las mismas.  
 
Figura 20. Efecto de la desipramina sobre la atracción innata por feromonas de macho y 
el comportamiento de escarbar. 
A. Locomoción; suma de los sectores cruzados en el control post-tratamiento y el test de 
preferencia por las feromonas de macho. B. Tiempo total en las zonas; suma de la investigación 
de ambos recipientes en el control post-tratamiento. C. Tiempo en las zonas; tiempo investigando 
cada recipiente en el control post-tratamiento y el test de preferencia por feromonas de macho. 
D. Tiempo total escarbando; suma del tiempo escarbando en ambos recipientes en el control 
post-tratamiento. E. Tiempo escarbando en cada recipiente en el test de preferencia por 
feromonas de macho. *=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.001 
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Experimento 1.D.2: Efecto de la yohimbina 
El tratamiento con yohimbina no afectó a la movilidad de los 
animales (t de Student entre grupos, t22=-1.273, p=0.216, Figura 21A) 
aunque disminuyó ligeramente el tiempo total en las zonas que contenían 
los estímulos en el control post-tratamiento (t22=2.106, p=0.047) (Figura 
21B) 
De nuevo, la preferencia por feromonas de macho no se vio 
afectada en ningún sentido por el tratamiento. El ANOVA para medidas 
repetidas reveló efectos significativos de la interacción TEST x LADO 
(F1, 22=57.793, p<0.001) y del factor LADO (F1, 22=18.309, p<0.001). Por 
el contrario, ni las interacciones TEST x LADO x GRUPO (F1, 22=1.964, 
p=0.175) LADO x GRUPO (F1, 22=0.532, p=0.473) y TEST x GRUPO 
(F1, 22=0.136, p=0.715) ni el factor TEST (F1, 22=1.661, p=0.211) fueron 
significativos, mientras que el factor GRUPO sólo mostró un efecto 
marginalmente significativo (F1, 22=3.517, p=0.074). Las comparaciones 
por parejas entre LADO en cada TEST revelaron una preferencia 
significativa por las feromonas de macho en el test correspondiente 
(p<0.001). De nuevo, la ausencia de efecto del factor GRUPO y de sus 
interacciones con el resto de factores muestra que la yohimbina, al 
menos a la dosis empleada, no afecta a la preferencia por feromonas de 
macho (Figura 21C). 
En cuanto al comportamiento de escarbar, una prueba t de 
Student reveló que el tratamiento disminuyó el tiempo dedicado a 
escarbar en el control post-tratamiento (t22=2.705, p=0.013) (Figura 21D). 
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Para finalizar, aplicamos un ANOVA de medidas repetidas al 
tiempo escarbando ambos tipos de viruta en el test de preferencia por 
feromonas de macho, con el factor intra-sujetos LADO.  
 
Figura 21. Efecto de la yohimbina en la atracción innata por feromonas de macho y  el 
comportamiento de escarbar. 
A. Locomoción; suma de los sectores cruzados en el control post-tratamiento y el test de 
preferencia por las feromonas de macho. B. Tiempo total en las zonas; suma de la investigación 
de ambos recipientes en el control post-tratamiento. C. Tiempo en las zonas; tiempo investigando 
cada recipiente en el control post-tratamiento y el test de preferencia por feromonas de macho. 
D. Tiempo total escarbando; suma del tiempo escarbando en ambos recipientes en el control 
post-tratamiento. E. Tiempo escarbando en cada recipiente en el test de preferencia por 
feromonas de macho. *=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.001 
El resultado de este análisis mostró efectos significativos de los 
factores LADO (F1, 22=44.203, p<0.001) y GRUPO (F1, 22=5.608, 
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p=0.027), así como un efecto marginalmente significativo de su 
interacción (F1, 22=3.930, p=0.060). Las comparaciones por parejas 
mostraron un efecto significativo del factor LADO en cada grupo 
(Salino, p<0.001, Yoh 1 mg/kg, p=0.003), mientras que el efecto de 
GRUPO resultó significativo sólo en el lado que contenía las feromona 
de macho (Zona con hembra, p=0.839; Zona con macho, p=0.036). 
Por lo tanto, la dosis empleada de yohimbina no influyó sobre el 
comportamiento de preferencia por feromonas de macho, pese a 
disminuir globalmente el tiempo pasado por los animales en las zonas 
cuando estas contenían viruta ensuciada por hembras (control post-
tratamiento, Figura 21B) y disminuir significativamente el comportamiento 
de escarbar, tanto sobre la viruta de hembra (Figura 21D) como 
específicamente sobre la viruta de macho (Figura 21E) 
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4.1.4 Discusión 
Nuestros resultados indican que el valor atractivo innato que 
poseen las feromonas sexuales masculinas para las hembras de ratón no 
se ve afectado al someterlas a un tratamiento con antagonistas de los 
receptores D1 o D2 de la dopamina. Por el contrario, las drogas que 
incrementan la transmisión dopaminérgica, especialmente a través del 
receptor D1, eliminan la preferencia de los ratones hembra por investigar 
las señales químicas de macho. Además, la adquisición de una 
preferencia de lugar condicionada por feromonas de macho no se ve 
comprometida por el bloqueo farmacológico de D1 o D2 durante el 
entrenamiento. Por último, los fármacos agonistas noradrenérgicos 
empleados no tuvieron un efecto significativo sobre el comportamiento 
de preferencia innata por feromonas de macho. 
Efectos sensoriales y motores de las drogas utilizadas 
Para interpretar adecuadamente los resultados de los 
experimentos recién expuestos debemos tener en cuenta los efectos de 
los fármacos utilizados que pudieran interferir en la expresión de la 
preferencia por feromonas de macho. 
En primer lugar, en concordancia con algunos estudios en ratón 
(Geter-Douglass et al., 1997), algunas de las dosis de agonistas 
dopaminérgicos afectaron a la locomoción, pudiendo por tanto 
inducirnos a error al interpretar la falta de motivación por explorar las 
feromonas como una incapacidad motora para hacerlo. Sin embargo, al 
analizar los datos con detenimiento encontramos argumentos para 
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descartar esta posibilidad. Así pues, mientras el comportamiento de 
escarbar, que supone un gran esfuerzo motor, se hallaba profundamente 
afectado en los animales cuya locomoción estaba alterada (como bajo el 
efecto de los agonistas dopaminérgicos, ver Figura 15A, D, E y Figura 
16A, D, E), los efectos observados sobre la investigación de las 
feromonas no están correlacionados con los efectos sobre la 
locomoción. Por ejemplo, la dosis baja de anfetamina eliminó la 
preferencia sin afectar a la locomoción, mientras que la dosis alta de SCH 
23390 y el quinpirol no afectaron a la preferencia a pesar de disminuir 
significativamente el número de cruces entre sectores realizado por los 
animales. Por tanto, la falta de preferencia de los animales tratados con 
SKF 38393 y anfetamina puede ser debida más probablemente a efectos 
sobre la motivación que sobre la locomoción. 
Por su parte, el comportamiento exploratorio en general se 
mostró bastante insensible a las drogas y dosis analizadas, de las cuales, 
sólo el SKF 38393 (agonista de D1) y la yohimbina (antagonista α2) la 
disminuyeron. Tampoco en este caso se pudo relacionar el valor de este 
parámetro con la preferencia por el macho en todos los casos, ya que, 
mientras el SKF eliminó la investigación preferencial, no sucedió lo 
mismo con la yohimbina (ver Figura 16B, C y Figura 21B, C).  
De la misma manera, la falta de preferencia no parece ser 
atribuible a un déficit sensorial. A pesar de que los animales tratados con 
la dosis alta de anfetamina se comportaron como funcionalmente 
anósmicos en el test de detección de un olor neutro, los tratados con la 
dosis baja, que eliminaba de la misma manera la preferencia por 
feromonas de macho, presentaban una función olfativa normal. Además, 
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las feromonas que resultan innatamente atractivas para las hembras son 
detectadas por el sistema vomeronasal (Martínez-Ricós et al., in press), 
siendo el bulbo olfativo accesorio mucho más pobre en dopamina que el 
bulbo olfativo principal, a razón de la expresión de la enzima tirosina 
hidroxilasa (ver Figura 10) (Baker, 1986; observaciones realizadas sobre 
la colección histológica de nuestro laboratorio), y de la falta de neuronas 
periglomerulares dopaminérgicas (Shipley et al., 1995). Por tanto, parece 
improbable que la transmisión dopaminérgica alterada provoque una 
anosmia vomeronasal. 
Con todos estos datos, podemos estar suficientemente seguros 
de que el efecto de inhibición de la preferencia por parte de los agonistas 
se debe a un efecto específico sobre la motivación por explorar las 
feromonas de macho, y no a posibles afectaciones sensoriales o motoras. 
Contribución de las distintas catecolaminas a la 
atracción innata por feromonas de macho 
De los resultados obtenidos en los experimentos 1.B y 1.C se 
desprende que la anfetamina, en la dosis menor, fue la única droga que 
eliminó la atracción innata por feromonas de macho sin efectos 
apreciables sobre las medidas de comportamiento general estudiadas 
(locomoción, investigación total, discriminación de olores neutros). Sin 
embargo, esta droga actúa con una afinidad similar tanto sobre el  
transportador de dopamina como sobre el de noradrenalina, y en menor 
medida sobre el de serotonina (Kuczenski y Segal, 1989; Rothman et al., 
2001), de modo que la inhibición de la preferencia provocada por la 
anfetamina podría deberse a sus acciones sobre los otros sistemas. 
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No obstante, los resultados de otros experimentos indican que 
este no es el caso. En primer lugar, el agonista específico de D1 eliminó 
la preferencia por feromonas masculinas en la misma medida que la 
anfetamina. Si bien es cierto que lo hizo a dosis que disminuyeron de 
manera notable tanto la locomoción como la investigación general, estos 
efectos fueron similares a los provocados por el agonista D2, que sin 
embargo no afectó a la atracción por feromonas sexuales de macho (ver 
punto anterior). En segundo lugar, la desipramina, un potente inhibidor 
de la recaptación de noradrenalina (y de serotonina en menor medida) 
(Owens et al., 1997) pero sin actividad dopaminérgica, no afectó a la 
preferencia por feromonas de macho, ni siquiera dosis que provocaron 
efectos significativos sobre el comportamiento general de los animales. 
Por lo tanto, estamos en condiciones de sugerir que la dopamina, 
actuando presumiblemente a través de los receptores D1, juega un papel 
inhibitorio sobre el comportamiento de atracción por señales químicas 
de macho, al menos en la primera experiencia de las hembras con las 
mismas. 
Por otra parte, nuestros resultados no arrojan una conclusión 
clara acerca del papel de la transmisión noradrenérgica en la preferencia 
innata por feromonas masculinas, ya que ninguna de las drogas utilizadas 
afectó a la exploración preferente en ningún sentido. En todo caso, 
moviéndonos en el marco del comportamiento sexual (ver punto 
siguiente) y en base a estudios previos, era esperable que si las drogas 
noradrenérgicas producían algún efecto, éste debiera ser el de 
incrementar la motivación de los animales por explorar las feromonas de 
macho (González et al., 1997; Viitamaa et al., 2006). La presencia de un 
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posible efecto techo en nuestro protocolo se considerará en la Discusión 
General. 
La apetencia por feromonas como parte del 
comportamiento sexual 
Si consideramos la búsqueda de las feromonas de un congénere 
del sexo opuesto como parte del comportamiento para-copulatorio 
(Blaustein y Erskine, 2002), podemos intentar explicar nuestros 
resultados en el marco más amplio del comportamiento sexual. De 
hecho, existen evidencias de que la detección de las feromonas sexuales 
durante la cópula puede formar parte de la recompensa que supone el 
sexo. Así, Del Punta y colaboradores (2002) eliminaron mediante 
ingeniería cromosómica dieciséis genes de receptores vomeronasales 
(V1r), y comprobaron que los machos con esta deleción sufren una 
pérdida progresiva del comportamiento sexual. Esta respuesta contrasta 
con el incremento del comportamiento sexual que muestran los machos 
control, de la cepa silvestre, a medida que adquieren experiencia sexual. 
Los autores interpretan este hecho como demostrativo de que parte del 
valor reforzante del comportamiento sexual es debido a la estimulación 
vomeronasal durante la cópula (Del Punta et al., 2002). 
Por lo tanto, algunos de los efectos de las drogas dopaminérgicas 
sobre el comportamiento sexual de los animales macrosmáticos podrían 
estar relacionados con sus efectos sobre el procesado de la información 
feromonal. En este contexto, el papel que la transmisión dopaminérgica 
juega en la coordinación del comportamiento sexual de las hembras dista 
de estar claro, habiéndose encontrado una mayoría de efectos inhibidores 
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(Everitt et al. 1974; Crowley et al., 1978; Grierson et al., 1988), o nulos 
(Hansen et al., 1991); pero también facilitadores (para una revisión a este 
respecto, ver Paredes y Agmo, 2004). Por el contrario, la noradrenalina sí 
parece implicada en un incremento de varias medidas de 
comportamiento sexual (Crowlley et al., 1978; Gonzalez et al., 1996; 
Viitamaa et al., 2006). 
Nuestros resultados están de acuerdo con algunos datos previos 
respecto a los efectos de diversas drogas dopaminérgicas en roedores. 
Por ejemplo, Ellingsen y Agmo (2004), muestran que el agonista 
dopaminérgico inespecífico apomorfina disminuye la preferencia de ratas 
hembra por un compartimento que contiene un macho frente a otro con 
un macho castrado, mientras que distintos antagonistas de la dopamina 
no tienen efecto en este test. Los autores argumentan que de hecho la 
dopamina no debe jugar ningún papel en la motivación sexual de las 
hembras, puesto que la apomorfina disminuye la preferencia sólo a dosis 
que alteran la movilidad de los sujetos. Sin embargo, como hemos visto 
más arriba, en nuestro caso la afectación locomotora no siempre va 
relacionada a una pérdida de preferencia y viceversa. Por otro lado, en 
ratones machos la anfetamina disminuye la preferencia por un 
compartimento habitado por una hembra frente a uno vacío (Landauer y 
Balster, 1982a). En ambos estudios, los sujetos experimentales no tenían 
acceso a los sujetos utilizados como estímulo y, aunque es cierto que 
existen además señales acústicas y visuales para la comunicación intra-
específica, nuestros resultados sugieren que la pérdida de interés por el 
congénere del sexo opuesto puede deberse, en animales macrosmáticos, 
a una pérdida de interés por sus señales químicas.  
108  Neuroquímica del refuerzo inducido por feromonas 
Un nuevo modelo para el estudio de las propiedades 
hedónicas independientes de dopamina de una 
recompensa  
La conclusión principal de los resultados de este capítulo, como 
hemos visto, es que la dopamina no es el agente causal del refuerzo 
inducido por feromonas. Este resultado casa con resultados previos 
mostrando, primero, que la detección de feromonas no activa las 
neuronas del área ventral tegmental (utilizando el c-fos como marcador, 
Moncho-Bogani et al., 2005), y, lo que es más, que la destrucción 
selectiva de las neuronas dopaminérgicas del área ventral tegmental 
mediante inyecciones estereotáxicas de 6-OH-dopamina (tóxico 
específico de las neuronas dopaminérgicas) no afecta a la preferencia 
innata de las hembras por feromonas sexuales de macho (Martínez-
Hernández et al., 2006). Todos estos resultados apoyan la visión actual de 
que la vía dopaminérgica tegmento-estriatal no es la causa del impacto 
hedónico de las recompensas naturales. Entre las evidencias acumuladas a 
este respecto, citamos por ejemplo el estudio de Peciña y colaboradores 
(1997), que muestra cómo el bloqueo farmacológico de los receptores 
D2 de dopamina mediante el antagonista pimozide no afecta a las 
expresiones faciales relacionadas con la sensación placentera en ratas a 
las que se les facilita una solución azucarada; resultados similares se 
obtienen en ratas con lesiones selectivas del área ventral tegmental con 6-
OH-dopamina que, sin embargo, son prácticamente afágicos (Berridge y 
Robinson, 1998). Además, los agonistas de dopamina no son efectivos 
para incrementar estos comportamientos (Wyvell y Berridge, 2000). 
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Nosotros proponemos que el comportamiento que estamos 
estudiando, la preferencia de las hembras químicamente vírgenes por las 
feromonas de macho, se relaciona con las propiedades hedónicas de la 
recompensa, del mismo modo que lo están las expresiones faciales 
afectivas. Según las últimas teorías dominantes, el refuerzo podría 
fragmentarse en tres componentes: hedonia (emoción o afecto, placer), 
apetencia (motivación, adquisición de saliencia incentiva) y aprendizaje 
(incluyendo asociaciones pavlovianas e instrumentales) (ver Justificación, 
Berridge y Robinson, 2003). De ser esto cierto, durante la primera 
experiencia con las feromonas, cuando no es posible que haya ocurrido 
ningún proceso de aprendizaje, el único componente de los arriba 
mencionados que puede tener una influencia sobre el comportamiento es 
la hedonia, dado que tanto la apetencia como el aprendizaje dependen de 
la experiencia previa del animal con la recompensa, que le permita 
reconocer los estímulos asociados a ella y responder a los mismos. Así 
pues, podemos sugerir que durante la primera experiencia de las hembras 
con las feromonas de macho, los sujetos muestran preferencia por éstas 
debido a sus propiedades hedónicas. Sin pistas acerca de la existencia de 
una recompensa en los botes, dado que necesitan el contacto directo con 
los mismos (Martínez-Ricós et al., 2007), la aproximación a uno u otro 
debe ser aleatoria, y sin embargo, cuando los animales encuentran las 
feromonas de macho, éstas inducen en ellas una investigación intensa y 
persistente. Algo similar ocurre cuando un animal que nunca ha tenido 
experiencia con la sacarosa se somete a un test en el cual se le ofrece una 
botella con agua y otra con una solución dulce. En este paradigma, 
ratones juveniles deficientes para la dopamina muestran una preferencia 
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clara por la sacarosa, medida como los lametones largos y continuados 
que realizan en la botella que contiene la solución azucarada en 
comparación con la botella de agua (Cannon y Palmiter, 2003). 
Así pues, todo apunta a que la dopamina es irrelevante para el 
componente hedónico del refuerzo, como puede ser comprobado 
mediante esta variedad de pruebas durante la primera experiencia con 
una recompensa natural. 
Vías neurales del procesado del refuerzo: efecto 
modulador de la dopamina a través de los receptores D1 
Recordemos que las feromonas sexuales que resultan 
innatamente atractivas y reforzantes para las hembras son detectadas por 
el órgano vomeronasal, dado que la destrucción del bulbo olfativo 
accesorio elimina la tanto la preferencia de las hembras por feromonas 
de macho como la capacidad para adquirir preferencia por los olores 
volátiles que emanan de la viruta ensuciada por ellos (Martínez-Ricós et 
al, in press). El bulbo olfativo accesorio proyecta a la amígdala 
vomeronasal, que a su vez envía sus proyecciones a un territorio del 
estriado ventral que comprende los puentes celulares del estriado ventral 
y los islotes de Calleja mediales, incluido el magno (Novejarque, 2007; 
Úbeda-Bañón et al., in press). La importancia de estas proyecciones se 
estudiará en detalle en los puntos 4.3 y 4.4 de esta tesis. 
El papel tanto de la amígdala vomeronasal como del estriado 
ventral en el refuerzo se apoya en experimentos de autoestimulación 
(Kane et al., 1991; Prado-Alcalá y Wise, 1994). La activación de las 
neuronas del estriado ventral gracias a la proyección glutamatérgica de la 
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amígdala vomeronasal puede estar relacionada, por tanto, con el impacto 
hedónico de las feromonas. Si esto es cierto, la observación de Charara y 
Grace, (2003) de que la dopamina, actuando a través de los receptores 
D1, atenúa los efectos de la estimulación de las neuronas estriatales 
espinosas por los aferentes amigdalinos que llegan a través de la stria 
terminalis, proporciona una explicación plausible a nuestro resultado 
mostrando que las drogas dopaminérgicas, a través de los receptores D1, 
pueden inhibir la atracción innata por feromonas de macho. 
Falta de efecto de los antagonistas dopaminérgicos en la 
adquisición de preferencia de lugar condicionada por 
feromonas de macho 
Según nuestros resultados, ni los antagonistas del receptor D1 ni 
los de D2 son capaces de afectar al condicionamiento de preferencia de 
lugar. Existe una extensa literatura acerca de los efectos de antagonistas 
dopaminérgicos en la inducción de preferencia de lugar condicionada por 
comida, agua o sexo. Por ejemplo, la adquisición de preferencia de lugar 
condicionada por una solución de sacarosa resulta bloqueada por el 
antagonista dopaminérgico flupentixol en rata (Agmo et al., 1995); en 
ratones el SCH 23390 (antagonista de D1) es efectivo para bloquear la 
adquisición de preferencia de lugar condicionada por aceite de maíz 
(Imaizumi et al., 2000). Merece reseñarse que las dosis que previenen el 
condicionamiento no afectan al consumo no restringido de las sustancias 
empleadas como recompensa (ver arriba la argumentación sobre las 
propiedades hedónicas primarias de las recompensas naturales). 
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Estos resultados sugieren que en paradigmas que utilizan 
estímulos alimenticios, los sustratos neurales que controlan las 
propiedades hedónicas de las recompensas y los procesos de aprendizaje 
asociados a ellos son distintos, siendo las primeras independientes de la 
dopamina (Agmo et al., 1995). 
Sin embargo, para otra recompensa natural como es el sexo, la 
literatura ofrece resultados aparentemente contradictorios. Por ejemplo, 
en hembras de hámster, el antagonista del receptor D2 raclopride 
bloquea la adquisición de preferencia condicionada a un compartimento 
asociado con la cópula, mientras que el sulpiride no llega a ser 
significativamente efectivo (Meisel et al., 1996). De hecho, ni el raclopride 
ni el flupentixol afecta a la adquisición de preferencia condicionada de 
lugar tras cópula controlada por la hembra en ratas (García y Paredes, 
2004), resultados que son consistentes con los nuestros, dado que la 
adquisición de preferencia condicionada de lugar por las feromonas de 
macho tampoco se ve afectada por los antagonistas dopaminérgicos. 
En conclusión, todos estos resultados sugieren una modulación 
diferente de los refuerzos relacionados con la ingesta y con el 
comportamiento sexual, como también se verá en el punto siguiente, 
dedicado a los opiáceos. 
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4.2 PAPEL DE LOS SISTEMAS 
OPIOIDÉRGICOS EN EL 
REFUERZO INDUCIDO POR 
FEROMONAS DE MACHO 
4.2.1 Justificación 
Tras estudiar la dopamina, nos propusimos el análisis de los 
efectos de la manipulación farmacológica del otro sistema relevante en el 
control de los comportamientos guiados por refuerzo, el sistema de los 
opiáceos endógenos (Van Ree et al., 2000).  
Las neuronas que expresan estos neuropéptidos los sintetizan en 
forma de precursores; de esta manera, el péptido proencefalina da lugar a 
la encefalina, la prodinorfina a la dinorfina y la proopiomelanocortina a la 
β-endorfina (Loughlin et al., 1995). Estos péptidos se localizan 
principalmente en interneuronas inhibitorias, aunque también pueden 
presentarse en neuronas de proyección; por ejemplo, las neuronas 
espinosas de las vías estriato-palidales directa e indirecta coexpresan el 
GABA con la dinorfina y la encefalina respectivamente (Fallon y Leslie, 
1986; Gerfen y Young, 1988). Por otra parte, las neuronas de proyección 
que expresan β-endorfina se localizan fundamentalmente en el 
hipotálamo y envían sus axones principalmente al septum, núcleo del lecho 
de la stria terminalis y amígdala (Loughlin et al., 1995). 
Los opiáceos endógenos actúan sobre tres tipos de receptores 
que presentan una amplia distribución en el sistema nervioso central 
(Hekerman y Pert, 1980; Moskowitz y Goodman, 1984; Van Ree et al., 
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1999). Los distintos tipos de péptidos opioides tienen cierto grado de 
selectividad por cada tipo de receptor; de esta manera, la encefalina se 
une con mayor afinidad a los receptores δ, la β-endorfina a los receptores 
µ y la dinorfina a los receptores de tipo κ, aunque generalmente pueden 
interaccionar de manera bastante promiscua con todos ellos (Waldhoer et 
al., 2004). Nótese además que mientras los agonistas de los receptores µ 
y δ son generalmente analgésicos y reforzantes, ocurre lo contrario con 
los agonistas κ. 
Los opiáceos endógenos están presentes en neuronas de muchos 
centros nerviosos, participando en el control de comportamientos 
esenciales para la supervivencia como la alimentación, la analgesia y el 
comportamiento sexual (Bodnar y Klein, 2005). En relación al 
comportamiento ingestivo, está bien establecido que estos neuropéptidos 
no sólo regulan la alimentación (Jalowiec et al., 1981; Mucha e Iversen, 
1986), sino que proporcionan la sensación hedónica provocada por los 
alimentos, como la del sabor dulce (Kelley et al., 2002). En concreto, la 
señalización opioidérgica en ciertos puntos calientes del estriado ventral se 
ha descrito como clave en este punto (Peciña y Berridge, 2005; Smith y 
Berridge, 2007). 
Muy al contrario, el papel de los opiáceos en el comportamiento 
sexual es fundamentalmente inhibitorio tanto en machos como en 
hembras (Pfaus y Gorzalka, 1987; Argiolas, 1999), aunque existen 
evidencias contrarias, como el hecho de que bajo ciertas condiciones la 
activación de los receptores µ en el área ventral tegmental pueda 
incrementar la motivación sexual de machos de rata (van Furth y van 
Ree, 1996). Precisamente se cree que las propiedades reforzantes de las 
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drogas opioidérgicas se deben a sus efectos sobre el área ventral 
tegmental, donde pueden provocar efectos tanto dependientes como 
independientes de la dopamina (van Ree et al., 1999). En el primer caso, 
se sabe que la activación de los receptores opiáceos en este núcleo da 
lugar a una activación de las neuronas dopaminérgicas (Rompré y Wise, 
1989; Henry et al., 1992); de hecho, se han observado déficits en las 
respuestas condicionadas a la morfina en ratones deficientes para el 
receptor dopaminérgico D2 (Maldonado et al., 1997; Elmer et al., 2002), 
así como una participación de los receptores µ-opiáceos en los efectos 
comportamentales de drogas dopaminérgicas como la cocaína (Gerrits et 
al., 1995; Kuzmin et al., 1997) que sugieren una estrecha colaboración de 
ambos sistemas. En contradicción con estos resultados, la morfina puede 
utilizarse para condicionar una preferencia de lugar en ratones deficientes 
en dopamina (Hnasko et al., 2005), y viceversa, los ratones deficientes 
para el receptor µ-opiáceo pueden adquirir preferencia de lugar 
condicionada por cocaína, aunque a dosis distintas del fenotipo salvaje 
(Becker et al., 2002). Así pues, aunque ambos sistemas interaccionen en 
condiciones normales, bajo condiciones especiales como en los ratones 
knock out, las drogas de cada tipo pueden ejercer sus efectos de manera 
independiente.   
Como quiera que sea, está claro que los opiáceos endógenos 
participan de una manera importantísima en los procesos de refuerzo. 
Además, se da el caso de que la expresión de receptores µ en los núcleos 
que podemos considerar como claves en la vía de procesado de las 
feromonas es de las más importantes en el telencéfalo (Hekerman y Pert, 
116  Neuroquímica del refuerzo inducido por feromonas 
1980) (Figura 22), lo cual nos induce a pensar en una probable 
modulación opioidérgica del procesado de la información feromonal. 
 
Figura 22. Niveles de expresión del receptor µ-opiáceo en un esquema de la conectividad 
algunos núcleos de interés. 
Las estimaciones en los niveles de expresión son adaptadas de Koob y LeMoal, 2006. 
4.2.2 Grupos experimentales 
Por todo lo expuesto, el siguiente paso en nuestro estudio fue 
investigar la existencia de una modulación opioidérgica en el refuerzo 
inducido por feromonas. Además, dado el mencionado papel de los 
opiáceos en el consumo y las propiedades hedónicas del sabor dulce 
(Peciña y Berridge, 2005; Smith y Berridge, 2007), decidimos comenzar 
estudiando los efectos de un antagonista y un agonista opioidérgicos 
sobre el consumo preferente de una solución azucarada (Tabla 12). El 
tiempo entre la administración de la droga y el test comportamental fue 
de 15 minutos para el antagonista (naloxona) y 30 minutos para el 
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agonista (fentanilo). Mediante este experimento conseguimos un doble 
objetivo: por un lado, validar nuestras dosis de cada fármaco, eligiendo 
aquéllas que mostraron resultados positivos sobre el consumo de 
sacarosa de acuerdo con los datos publicados en la extensa bibliografía 
que existe sobre este tema, y por el otro tener un comportamiento 
guiado por un refuerzo quimiosensorial bien estudiado para comparar el 
papel de los opiáceos en ambos tipos de refuerzos naturales. 
 
Tabla 12. Grupos experimentales utilizados para explorar el efecto de las drogas 
opioidérgicas sobre el consumo preferente de una solución azucarada frente a agua. 
 
A continuación, sometimos a las hembras químicamente vírgenes 
al experimento de preferencia por feromonas de macho bajo tratamiento 
con un antagonista general de opiáceos por un lado, y con un agonista de 
los receptores µ por otro (Tabla 13). El tiempo tras la administración de 
la droga y el test comportamental, como en el experimentos de 
preferencia por sacarosa, fue de 15 minutos para la naloxona y 30 
minutos para el fentanilo. Por último, decidimos comprobar si la 
activación de los sistemas opioidérgicos era necesaria para el 
establecimiento de preferencia de lugar condicionada por feromonas de 
macho, mediante el tratamiento con el antagonista general de opiáceos 
previo (15 minutos) a las sesiones  de entrenamiento (Tabla 14). 
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Tabla 13. Grupos experimentales utilizados para explorar el efecto de las drogas 
opioidérgicas sobre la atracción innata por feromonas de macho. 
  
 
Tabla 14. Grupos experimentales utilizados para explorar el efecto del antagonista 
opiáceo en la adquisición de preferencia de lugar condicionada por feromonas de macho. 
El tiempo entre la administración de la droga y el inicio de la sesión de entrenamiento fue de 15 
minutos. Cada grupo se dividió en dos subgrupos de 7 animales cada uno, con la zona reforzada 
a la izquierda o a la derecha respectivamente. 
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4.2.3 Resultados 
Experimento 2.A: Efecto de fármacos opioidérgicos 
sobre el consumo preferente de una solución de sacarosa 
Experimento 2.A.1: Efecto de la naloxona 
Los ratones tratados con Salino mostraron una preferencia clara 
por consumir una solución de sacarosa al 5% (Figura 23A) a pesar de no 
haberla probado anteriormente. Es decir, la preferencia por un sabor 
dulce, como la preferencia por feromonas de macho, es incondicionada. 
Un análisis t-Student comparando el número de lametones sobre 
la botella que contenía agua con los lametones sobre la botella con la 
solución azucarada así lo demostró (p=0.037). Muy al contrario, los 
animales tratados con la naloxona no mostraron preferencia alguna (Nal 
1 mg/kg, p=0.318; Nal 10 mg/kg, p=0.522) (Figura 23A). 
 
Figura 23. Efecto de las drogas opioidérgicas sobre el consumo preferente de una 
solución de sacarosa 5% frente a agua. 
A. El antagonista opioidérgico eliminó totalmente la preferencia por consumir la solución dulce 
frente al agua. B. El agonista no afectó a la preferencia normal por la solución de sacarosa a la 
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Experimento 2.A.2: Efecto del fentanilo 
Los datos de los animales tratados con el agonista de los 
receptores µ no cumplieron la condición de normalidad y por lo tanto 
aplicamos un análisis no paramétrico. Los animales tratados con salino y 
la dosis más baja de fentanilo prefirieron la solución de sacarosa al 5% 
(test de Wilcoxon, Salino: p=0.038; Fen 0.1 mg/kg: p=0.043). Por el 
contrario, la dosis alta de fentanilo inhibió esta preferencia (p=0.109) 
(Figura 23B). Cabe señalar que de los siete animales que había en este 
grupo, sólo tres bebieron bajo los efectos de la droga, los cuales 
mostraron una preferencia clara por la solución azucarada, sugiriendo 
que los efectos de esta dosis se deben a una afectación general del 
comportamiento ingestivo de los animales, y no son, por tanto, efectos 
específicos sobre la preferencia por la solución de sacarosa. 
Experimento 2.B: Efecto de los fármacos opioidérgicos 
sobre la atracción innata por feromonas de macho 
Experimento 2.B.1: Efecto de la naloxona 
La naloxona no afectó a la locomoción de los animales a ninguna 
de las dosis empleadas (ANOVA entre grupos, F1, 22=0.492, p=0.618) 
(Figura 24A). Tampoco el tiempo total dedicado a investigar las 
feromonas de hembra se vio perturbado por los tratamientos (ANOVA 
entre grupos, F2, 22=2.981, p=0.071) (Figura 24B). 
En cuanto a la preferencia por feromonas, el tratamiento no 
resultó efectivo en ninguna dirección, es decir, el bloqueo farmacológico 
de los receptores opiáceos no afectó al patrón comportamental de las 
hembras, que prefirieron las feromonas de macho en todos los casos. El 
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ANOVA de medidas repetidas con los factores intra-sujetos LADO y 
TEST y el factor GRUPO como factor entre-sujetos, reveló una falta de 
interacción entre los factores LADO x TEST x GRUPO (F2, 22=1.699, 
p=0.211), LADO x GRUPO (F2, 22=0.833, p=0.448) y TEST x GRUPO 
(F2, 22=0.791, p=0.466), así como falta de efecto principal del factor 
GRUPO (F1, 22=2.485, p=0.106). La falta de significatividad del factor 
GRUPO y de su interacción con el resto de factores indica que el 
tratamiento no afectó a los animales en las medidas comportamentales 
estudiadas. Por otro lado, fueron significativos la interacción LADO x 
TEST (F2, 22=92.079, p<0.001), y los factores LADO (F1, 22=27.768, 
p<0.001) y TEST (F1, 22=5.864, p=0.024).  
 
Figura 24. Efecto de un antagonista opiáceo sobre la atracción innata por feromonas de 
macho. 
A. Locomoción; suma de los sectores cruzados en el control post-tratamiento y el test de 
preferencia por las feromonas de macho. B. Tiempo total en las zonas; suma de la investigación 
de ambos recipientes en el control post-tratamiento. C. Tiempo en las zonas; tiempo investigando 
cada recipiente en el control post-tratamiento y el test de preferencia por feromonas de macho. 
***=p<0.001 
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Las comparaciones por parejas entre las medias del factor LADO 
en cada TEST revelaron que las hembras pasaron el mismo tiempo 
investigando los dos botes en el control post-tratamiento (p=0.291), pero en 
cambio mostraron una clara preferencia por el bote que contenía las 
feromonas de macho en el test de preferencia por feromonas (p<0.001). El 
resultado se puede apreciar en la Figura 24C. 
Experimento 2.B.2: Efecto del fentanilo 
Los animales tratados con la dosis alta del agonista µ mostraron 
un comportamiento errático y muy variable, lo que provocó que los 
datos no cumpliesen con la condición de normalidad. Por lo tanto, 
aplicamos análisis no paramétricos. 
Una prueba de Kruskal-Wallis para medidas independientes 
reveló que el fentanilo no afectó de manera significativa ni a la movilidad 
de los animales (p=0.906), ni al tiempo total dedicado a la investigación 
del estímulo control (p=0. 306) (Figura 25A, B). 
Por otro lado, realizamos análisis de Wilcoxon sobre los datos de 
investigación de ambos lados en el control post-tratamiento y en el test de 
preferencia por feromonas de macho. Los animales no mostraron preferencia 
por ninguna zona en el primer test (Salino, p=0.875; Fen 0.1 mg/kg, 
p=0.086; Fen 0.5 mg/kg, p=0.374). Las hembras del grupo Salino 
prefirieron de manera significativa investigar las feromonas de macho 
(p=0.005), pero no las hembras tratadas con el agonista opiáceo, que no 
expresaron esta preferencia innata (Fen 0.1 mg/kg, p=0.884; Fen 0.5 




Figura 25. Efecto de un agonista de los receptores µ sobre la atracción innata por 
feromonas de macho. 
A. Locomoción; suma de los sectores cruzados en el control post-tratamiento y el test de 
preferencia por las feromonas de macho. B. Tiempo total en las zonas; suma de la investigación 
de ambos recipientes en el control post-tratamiento. C. Tiempo en las zonas; tiempo investigando 
cada recipiente en el control post-tratamiento y el test de preferencia por feromonas de macho. 
**=p<0.01 
Experimento 2.C: Efecto de la naloxona sobre la 
adquisición de preferencia de lugar condicionada por 
feromonas de macho 
El análisis t-Student comparando el tiempo de investigación de 
las feromonas de macho en el subgrupo que las tenía asociadas al lado 
derecho con el mismo en el subgrupo del lado izquierdo mostró una falta 
de significatividad de este factor (Figura 26) (Salino, p=0.351; Nal 1 
mg/kg, p=0.883; Nal 10 mg/kg, p=0.295), permitiéndonos pues agrupar 
ambos subgrupos para análisis posteriores. 
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Figura 26. Tiempo en las zonas delimitadas alrededor de la viruta de macho durante la 
primera sesión de entrenamiento en el experimento de preferencia condicionada de 
lugar. 
 
Figura 27. Efecto del antagonista opioidérgico en la adquisición de preferencia de lugar 
condicionada por feromonas sexuales de macho. 
La naloxona no afectó a la adquisición de la preferencia condicionada. **=p<0.001 
 
El ANOVA para medidas repetidas analizando el tiempo pasado 
por las hembras en el área no reforzada y el área reforzada en el control y 
en el test de preferencia condicionada de lugar mostró una falta de interacción 
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significativa entre los factores TEST x LADO x GRUPO (F2, 39=0.133, 
p=0.876) y LADO x GRUPO (F2, 39=0.007, p=0.993), así como de los 
factores TEST (F1, 39=3.363, p=0.074) y GRUPO (F2, 39=0.991, p=0.380). 
Por otro lado, la interacción de TEST x GRUPO fue marginalmente 
significativa (F2, 39=3.000, p=0.061), mientras que LADO x TEST (F1, 
39=5.627, p=0.015) y el factor LADO (F1, 39=6.523, p=0.015) fueron 
significativas. Las comparaciones por parejas entre los lados en cada 
TEST no revelaron diferencias en el tiempo que pasaban las hembras 
cerca de cada fuente de feromona en el control (p=0.784), mientras que 
en el test de preferencia condicionada de lugar, las hembras mostraron 
preferencia por el área reforzada (p=0.004) (Figura 27) 
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4.2.4 Discusión 
La atracción innata de las hembras de ratón por feromonas de 
macho no se vio afectada por el tratamiento con naloxona, mientras que 
el fentanilo inhibió la exploración preferente de la viruta de macho. El 
patrón de efectos de estas drogas sobre el consumo preferencial de una 
solución azucarada frente a agua es exactamente el opuesto. Por último, 
la adquisición de preferencia de lugar condicionada por feromonas de 
macho no depende de la activación opioidérgica durante el 
entrenamiento. 
Efecto de los opioides sobre el procesado de la 
información vomeronasal: inhibición  opioidérgica de los 
comportamientos socio-sexuales 
Como sabemos, las feromonas innatamente atractivas para las 
hembras de ratón son detectadas por el sistema vomeronasal (Martínez-
Ricós et al., in press), cuyas neuronas sensoriales envían sus proyecciones a 
los bulbos olfativos accesorios. Los bulbos accesorios a su vez proyectan 
a la amígdala vomeronasal, que comprende la amígdala medial, la 
posteromedial cortical y el núcleo del lecho de la stria terminalis 
posteromedial (von Campehausen y Mori, 2000). En consecuencia, 
aunque la inyección sistémica de los fármacos puede provocar efectos a 
nivel de todos los núcleos que expresan receptores opiáceos, 
encontrándose precisamente los núcleos del sistema vomeronasal entre 
las estructuras con mayor densidad de receptores µ de todo el telencéfalo 
(Herkeman y Pert, 1980; Moskowitz y Goodman, 1984; Fabian y 
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Ablaitner, 1995), no es descabellado sugerir que muy probablemente los 
efectos inhibitorios de los agonistas opioidérgicos tengan lugar en ellos. 
Diversas evidencias apuntan a que el candidato más probable que 
media la inhibición opioidérgica de la preferencia innata por feromonas 
de macho es de hecho la amígdala posteromedial cortical. En primer 
lugar, lesiones de este núcleo amigdalino en ratas hembra eliminan la 
preferencia de las mismas por aproximarse a un compartimento habitado 
por un macho frente a otro que contiene un macho castrado (Romero et 
al., 1990). Segundo, infusiones de β-endorfina en la amígdala de ratas 
macho normales o con una lesión de la división basolateral de la 
amígdala, eliminan específicamente las respuestas pre-copulatorias de las 
ratas macho, sin tener consecuencias sobre la cópula (McGregor y 
Herbert, 1992). Estos resultados sugieren, por un lado, que la β-
endorfina (que como hemos visto en la Justificación, presenta una mayor 
afinidad por los receptores µ) regula las respuestas de aproximación hacia 
una pareja sexual afectando al procesado de la información 
quimiosensorial, en lugar de afectar a la cópula en sí. Por otro lado, los 
resultados de McGregor y Herbert (1992) también indican que la acción 
de los opioides tiene lugar en núcleos de la amígdala no incluidos en la 
división basolateral, y por lo tanto se trate muy probablemente de un 
efecto sobre la citada amígdala posteromedial cortical. 
Por el contrario, el antagonista naloxona no produce un efecto 
significativo en la atracción innata por feromonas ni en la adquisición de 
preferencia condicionada de lugar. Nuestros resultados en conjunto están 
en concordancia con resultados previos en ratones macho (Landauer y 
Balster, 1982), ratas macho (McIntosh et al., 1980), ratas hembra 
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(Wiesner y Moss, 1986; Acosta-Martinez y Etgen, 2002) y hámsteres 
hembra (Ostrowski et al., 1979), todos ellos mostrando que la 
administración sistémica o intracerebroventricular de morfina o β-
endorfina disminuye diversas medidas de comportamiento sexual, 
mientras que la administración de antagonistas opioidérgicos no suele 
tener consecuencias. Reseñamos de entre todos ellos, por su similitud 
con nuestro estudio, el trabajo de Landauer y Balster (1982b) que 
mostraba como la preferencia de los ratones macho por explorar un 
compartimento habitado por una hembra inaccesible es inhibida por la 
morfina pero no afectada por la naloxona. 
Otros comportamientos dirigidos por señales químicas son 
también afectados por agonistas del receptor µ. Por ejemplo, la 
preferencia de ratas lactantes por olor de crías es eliminada por la 
morfina (Kinsley et al., 1995), mientras que la exploración social en ratas 
adultas también se ve diminuida por un tratamiento similar (Van den 
Berg et al., 1999). En conjunto, estos resultados sugieren que la 
modulación opioidérgica, muy probablemente en la amígdala 
vomeronasal, puede producir cambios en una gran variedad de 
comportamientos guiados por feromonas. De hecho, debemos tener en 
cuenta que los péptidos opioidérgicos modulan las respuestas de las 
neuronas corticales y estriatales inhibiendo las aferencias excitatorias a 
estas neuronas (Jiang y North, 1992; Giacchino et al., 1998; Zhu y Pan, 
2005). Por lo tanto, una explicación plausible a la inhibición de todos 
estos comportamientos guiados por feromonas por los agonistas 
opiáceos, incluyendo la abolición de la atracción innata por feromonas de 
macho, es una inhibición de las aferencias glutamatérgicas desde el bulbo 
Conclusiones 129 
olfativo accesorio a la amígdala posteromedial cortical y/o de las 
aferencias glutamatérgicas de la amígdala al estriado ventral, donde la 
expresión de receptores opioidérgicos también es importante. Por otro 
lado, el bloqueo de los receptores opioidérgicos en estas sinapsis no 
alteraría la transmisión glutamatérgica, lo que explica que los antagonistas 
no afecten al comportamiento. Así pues, es tentador sugerir que los 
efectos que ejercen los agonistas del receptor µ en el comportamiento 
socio-sexual se deba en parte a un procesado defectuoso de las señales 
feromonales, al menos en los roedores macrosmáticos. 
Efecto diferencial de los opiáceos en los 
comportamientos pre-copulatorios y la cópula 
Nuestros resultados indican que el bloqueo farmacológico de los 
receptores de opiáceos no tiene consecuencias sobre la adquisición de 
preferencia de lugar condicionada por feromonas de macho. De esta 
manera, aunque los opiáceos participan en la adquisición de preferencia 
de lugar condicionada por la actividad sexual, como en el caso de ratas 
hembra, con la cópula (Paredes y Martinez, 2001) o la eyaculación en 
ratas macho (Agmo y Berenfeld, 1990), en el caso de las feromonas 
sexuales parece que no se requiere la activación de los receptores 
opiáceos para el establecimiento de una preferencia condicionada de 
lugar. Por tanto, la transmisión opioidérgica no es necesaria para asociar 
las feromonas sexuales con su localización espacial, aunque parezca 
crítica para la asociación de la cópula con el contexto. 
El comportamiento sexual consta tanto de elementos pre-
copulatorios, como las respuestas de solicitud de las hembras hacia el 
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macho (Blaustein y Erksine, 2002), como de elementos consumatorios, 
es decir, la cópula en sí. En hembras de ratón, los comportamientos pre-
copulatorios que implican la investigación de las señales químicas del 
compañero, como la llevada a cabo en el sustrato que las contiene o la 
investigación de la zona anogenital del macho, son independientes del 
estado hormonal (Mossman y Drickamer, 1996; Moncho-Bogani et al., 
2004), mientras que la aparición de la cópula muestra un estricto control 
endocrino (Blaustein y Erksine, 2002; Moncho-Bogani et al., 2004). Esto 
puede explicarse porque ambos tipos de respuesta son controladas por 
núcleos cerebrales distintos. De esta manera, mientras la búsqueda de las 
feromonas podría regirse por las proyecciones de la amígdala 
vomeronasal al estriado ventral (Novejarque, 2007, ver punto 4.3 y 4.4), 
la circuitería neural que controla la cópula incluye el hipotálamo 
ventromedial en hembras (Pfaff y Sakuma, 1979a, b) y el área preóptica 
en los machos (Paredes y Baum, 1997). Teniendo todo esto en cuenta, 
los efectos que se observan tras el tratamiento con drogas opioidérgicas 
deben depender del tipo de respuesta medido (pre-copulatoria o 
copulatoria) y del sitio específico de inyección, en el caso de las 
administraciones intracerebrales. 
Opiáceos, feromonas sexuales y sabor dulce: los 
diferentes tipos de recompensas quimiosensoriales son 
procesados por circuitos neurales distintos 
Los efectos de las drogas opioidérgicas en la ingesta de 
soluciones dulces se han estudiado minuciosamente, y por lo tanto 
tenemos a nuestra disposición una ingente cantidad de literatura acerca 
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de las propiedades inhibitorias de los antagonistas opiáceos en el 
consumo de sacarosa (ver, por ejemplo, Agmo et al., 1995; Moles y 
Cooper, 1995). Nuestros resultados muestran que la naloxona elimina la 
preferencia por una solución azucarada frente a agua, mientras que el 
fentanilo carece de efecto, lo cual es consistente con evidencias previas. 
Por ejemplo, el tratamiento con naloxona inhibe la preferencia de las 
ratas por una solución de sacarosa independientemente de la duración 
del test, mientras que la morfina incrementa el consumo sólo tras una 
hora (Czirr y Reid, 1986). Así pues, en nuestros tests de quince minutos 
observamos el efecto inhibitorio de la naloxona pero no el posible efecto 
potenciador del fentanilo. 
El área cerebral donde los opiáceos endógenos, y por lo tanto las 
drogas opioidérgicas, actúan para controlar la ingesta es con toda 
probabilidad el núcleo accumbens. En este núcleo los opiáceos no sólo 
controlan la ingesta, especialmente de grasas y azúcares (Kelley et al., 
2002), sino también las propiedades hedónicas del sabor dulce (Peciña y 
Berridge, 2005). Sin embargo, otros comportamientos dirigidos por el 
refuerzo como el comportamiento sexual (Pfaus y Gorzalka, 1987) y la 
atracción por feromonas (nuestros resultados) son inhibidos por los 
opiáceos. La explicación más sencilla para este fenómeno deriva del 
hecho que cada estímulo es procesado por distintos núcleos antes de 
llegar al estriado ventral, el lugar donde, supuestamente, se codifican las 
propiedades hedónicas de los estímulos.  
Así, los estímulos gustativos, llegan al estriado ventral a través de 
múltiples vías redundantes, desde centros corticales y subcorticales De 
hecho, el accumbens recibe proyecciones de las principales áreas 
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gustativas como la corteza insular/perirrinal, el núcleo del tracto solitario 
y el área parabraquial (Brog et al., 1993). Por el contrario, un único 
camino directo une la amígdala vomeronasal con el estriado ventral 
(Novejarque, 2007). Como se argumentó más arriba, dado que la 
amígdala posteromedial cortical es muy rica en receptores µ, éstos 
pueden ejercer aquí un efecto inhibitorio neto en el refuerzo inducido 
por feromonas. 
Por lo demás, el refuerzo relacionado con la alimentación y aquél 
relacionado con el sexo también difieren en la implicación de otros 
neurotransmisores. En este sentido, la reproducción cuando no hay 
suficiente alimento disponible supondría una gran desventaja, y por tanto 
existen mecanismos neurobiológicos para prevenir esta situación. Por 
ejemplo, un estado hipocalórico incrementa el NPY, que estimula la 
alimentación e inhibe el comportamiento sexual (Kalra et al., 1988, Kalra 
y Kalra, 2004). Los opiáceos parecen funcionar de manera análoga a este 
péptido, incrementando las propiedades hedónicas de los alimentos e 
inhibiendo tanto la exploración de feromonas sexuales, comportamiento 
pre-copulatorio, como el comportamiento sexual per se. Sin ir más lejos, 
la dopamina muestra asimismo efectos dispares sobre el refuerzo 
mediado por alimentos y el comportamiento sexual (Agmo et al., 1995; 
Paredes y Agmo, 2004). En un estudio relativamente reciente, Carelli y 
colaboradores (2000) muestran que existe selectividad de respuesta en las 
neuronas del accumbens hacia refuerzos naturales (comida y agua) y a 
drogas (en su caso, cocaína). Ellos proponen, basándose en a estos 
resultados, que los distintos refuerzos son codificados por poblaciones 
discretas de neuronas gracias a su especificidad de respuesta; es más, 
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sugieren que aquellas neuronas que responden selectivamente a la 
cocaína podrían ser las que codifican los refuerzos relacionados con el 
sexo. Futuros experimentos para testar esta hipótesis podrían dar lugar a 
resultados muy interesantes. 
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4.3 PAPEL DEL ÓXIDO NÍTRICO Y 
LA SEROTONINA EN LA 
ATRACCIÓN INNATA POR 
FEROMONAS DE MACHO 
4.3.1 Justificación 
Como ya sabemos, existen claras evidencias en favor de un papel 
clave de las proyecciones amígdalo-estriatales para algunos procesos de 
refuerzo (Everitt et al., 1989, 1991, 1999; Cador et al., 1989). Sin embargo, 
estos estudios se han centrado específicamente en la importancia del 
núcleo basolateral de la amígdala, ignorando las masivas proyecciones 
estriatales desde los núcleos corticales amigdalinos -receptores de  
aferencias directas desde los bulbos olfativos principal y accesorio 
(posterolateral cortical, y posteromedial cortical, respectivamente)-, que 
terminan en una zona específica del estriado ventral que incluye el 
tubérculo olfativo medial y los islotes de Calleja antero-mediales 
(Novejarque, 2007; Úbeda-Bañón et al., 2008). Esta zona del estriado 
ventral presenta marcadores específicos, como el receptor 5-HT2A de 
serotonina (Mijnster et al., 1997; Jansson et al., 2001) y el óxido nítrico 
(Rodrigo et al., 1994; Riedel et al., 2002).  
Así, en este cuarto capítulo exponemos los resultados relativos a 
los efectos de las drogas serotoninérgicas y nitrérgicas sobre la 
exploración preferente de feromonas masculinas en hembras de ratón. 
Como discutiremos a continuación, ambos neurotransmisores 
intervienen en los mecanismos del refuerzo de distintas recompensas 
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naturales y artificiales, y aparentemente lo hacen actuando a nivel del 
estriado ventral. La agrupación de ambos neurotransmisores en un único 
capítulo se ve apoyada por las influencias recíprocas que tienen lugar 
entre ambos sistemas (Segieth et al., 2001; Chanrion et al., 2007). 
Sistema serotonérgico 
La serotonina (o 5-hidroxitriptamina) es un neurotransmisor 
monoaminérgico derivado del aminoácido esencial triptófano (Azmitia, 
2001), cuyas principales neuronas productoras se encuentran en el 
mesencéfalo, fundamentalmente en los núcleos del rafe (Dahlström y 
Fuxe, 1964). 
Estas neuronas proyectan, de manera similar a los axones 
noradrenérgicos del locus coeruleus (cursando en principio por el ya 
conocido tracto prosencefálico medial), a todo el neocórtex, el bulbo 
olfativo, hipotálamo, tálamo, septum y estriado (Harding et al., 2004). 
 
Figura 28. Esquema de los principales sistemas serotonérgicos en el encéfalo del ratón. 
Abreviaturas: CPu: Caudatus Putamen; GSM: grupos serotonérgicos medulares; OB; bulbo 
olfativo. (Adaptado de Sheperd; 1994). 
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Adicionalmente, una gran parte de las neuronas serotonérgicas 
del rafe son además productoras de NO (Johnson y Ma, 1993). 
Los receptores de serotonina se clasifican en siete familias (5-
HT1 a 5-HT7), que comprenden a su vez hasta catorce subtipos (Barnes 
y Sharp, 1999), varios de los cuales se expresan en los núcleos de interés 
para nuestros objetivos. Así, el 5-HT2A, se encuentra tanto el bulbo 
olfativo como en el estriado ventral, incluyendo el núcleo accumbens, el 
tubérculo olfativo y los islotes de Calleja (Mijnster et al., 1997; Barnes y 
Sharp, 1999; Jansson et al., 2001), mientras que el receptor 5-HT2C, de 
estructura tan similar al anterior que muchos agonistas y antagonistas 
comparten afinidad por ambos (Hoyer et al., 1994), se localiza en núcleo 
accumbens y amígdala (Barnes y Sharp, 1999). Finalmente, la 
distribución de los receptores 5-HT2B se restringe a unas pocas regiones 
en el SNC, entre las cuales se encuentra la amígdala medial (Duxon et al., 
1997). 
Los sistemas serotonérgicos participan en una amplia variedad de 
funciones, que van desde la regulación la presión sanguínea (Ramage, 
2001), el balance homeostático (Heisler et al., 2003) o la regulación de los 
ciclos de sueño (Saper et al., 2001), hasta su implicación en 
comportamientos socio-sexuales, como la agresión (interaccionando con 
los sistemas nitrérgicos, Chiavegiatto y Nelson, 2003, ver más abajo) y el 
comportamiento sexual, donde sus efectos son inhibitorios o excitatorios 
dependiendo del núcleo considerado (Everitt et al., 1974; Gonzalez et al., 
1997; Frohlich y Meston, 2000). Específicamente, algunos datos apoyan 
un papel de los receptores 5-HT2A en el comportamiento sexual, como 
la regulación de la expresión de estos receptores por estrógenos 
Conclusiones 137 
(Summer y Fink, 1995), o la existencia de efectos facilitadores 
restringidos sobre algunos comportamientos proceptivos en hembras de 
rata (aunque no sobre la receptividad) (Nedergaard et al., 2004; Rössler et 
al., 2006). 
Por último, la interacción entre la serotonina y la dopamina es 
clave para los efectos reforzantes de las drogas monoaminérgicas. Por 
ejemplo, la inducción de preferencia de lugar condicionada por cocaína 
tiene lugar tanto en animales deficientes para el transportador de la 
dopamina como en deficientes para el transportador de serotonina (Sora 
et al., 1998), así como en los ratones deficientes para la dopamina 
(Hnsako et al., 2007). Sin embargo, la cocaína es inefectiva para el 
condicionamiento de preferencia de lugar en ratones con una deleción 
combinada de los genes para los transportadores de la dopamina y de la 
serotonina (Sora et al., 2001). 
Óxido nítrico 
El óxido nítrico (NO) es una pequeña molécula gaseosa, 
sintetizada a partir del aminoácido L-arginina por tres isoformas de una 
NO sintasa (NOS) de las cuales la eNOS (endotelial) y la nNOS 
(neuronal) se expresan de manera constitutiva, mientras que la tercera se 
ha denominado inducible (iNOS), puesto que sólo se produce en 
respuesta a estímulos inmunológicos, dando lugar a concentraciones 
citotóxicas de NO (Szabó, 1996). La activación de estas enzimas depende 
de Ca2+/calmodulina, por lo que en el sistema nervioso la liberación de 
NO se encuentra estrechamente ligada a la función glutamatérgica, 
fundamentalmente a través su interacción en las especializaciones post-
sinápticas con los receptores NMDA y sus canales de Ca2+ (Brenman y 
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Bredt, 1997). De hecho, su descubrimiento como neurotransmisor tuvo 
lugar sólo dos décadas atrás, al observarse que la activación de los 
receptores de glutamato tipo NMDA en un cultivo de neuronas 
granulares cerebelosas liberaba un factor con las mismas propiedades 
vasodilatadoras que el NO (Garthwaite et al., 1988; Bredt et al., 1990). 
El mapeo de las neuronas productoras de NO se lleva a cabo 
fundamentalmente mediante la detección histoquímica de la acividad 
NADPH diaforasa, ya que las NOS utilizan el NADPH como coenzima 
(Dawson et al., 1991; Hope et al., 1991). Aún siendo atípico, este 
neurotransmisor se muestra ampliamente distribuído en todo el encéfalo. 
Así, el NO actúa como mensajero en una gran variedad de 
procesos fisiológicos, entre los cuales se encuentran la vasodilatación (su 
función más famosa gracias al sildenafil, Boolell et al., 1999) y el 
mantenimiento del flujo sanguíneo al cerebro, especialmente en áreas 
como la hipófisis y el cerebelo, y en menor mediada en la corteza 
(Kovach et al., 1992). 
En el sistema nervioso central, el NO difunde rápidamente a 
través de las membranas celulares, debido a su pequeño tamaño y su 
carácter lipofílico, pudiendo actuar por tanto como mensajero 
anterógrado y retrógrado. Una vez dentro de la neurona, su principal 
segundo mensajero es una forma soluble de la enzima guanilato ciclasa 
(Ignarro, 1990). El hecho de que pueda atravesar las membranas hacen 
de él una molécula ideal para mediar procesos de plasticidad neuronal 
que requieren transformaciones actuar tanto a nivel post- como pre-
sináptico, como la potenciación a largo plazo (long term potentiation, LTP) 
(Bohme et al., 1993). 
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Figura 29. Detección histoquímica de la actividad NADPH diaforasa en diversos núcleos 
de la vía vomeronasal en el ratón. 
A. Corte sagital del bulbo olfativo accesorio, donde se puede apreciar la gran reactividad en todas 
las capas, a excepción de los glomérulos de la porción posterior. B. Corte coronal mostrando los 
núcleos que conforman la amígdala vomeronasal. C. Corte coronal de una zona del estriado 
ventral a la cual llegan aferencias directas desde la amígdala vomeronasal (ver punto 4.4). 
Abreviaturas: aca: comisura anterior; AcbC: zona central o core  del núcleo accumbens; AcbSh: 
zona periférica o shell  del accumbens; AOB: bulbo olfativo accesorio; CoApm: amígdala 
posteromedial cortical; dlo: tracto olfativo dorsolateral; GlA: capa glomerular del bulbo olfativo 
accesorio; GrA: capa granular del bulbo olfativo accesorio; ICj: islote de Calleja; ICjm: islote de 
Calleja magno; MiA: capa mitral del bulbo olfativo accesorio; VDB: banda diagonal ventral. 
Imágenes cedidas amablemente por Joana Martínez-Ricós (A) y Amparo Novejarque (B y C). 
De interés para nosotros es el hecho de que el NO sea esencial 
para el establecimiento de una gran variedad de procesos de aprendizaje 
asociado con estímulos olfativos, como por ejemplo el reconocimiento 
de los olores de las crías por parte de las ovejas (Kendrick et al., 1997), la 
memoria de reconocimiento del compañero sexual que bloquea el efecto 
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Bruce en hembras de ratón (Okere et al., 1996; Okere y Kaba, 2000), y el 
condicionamiento olfativo en crías de ratón (Samana y Boehm, 1999). 
Esto no resulta extraño si consideramos que la NOS se encuentra en 
gran abundancia en toda la vía de procesado de la información olfativa y 
vomeronasal, desde los bulbos olfativos hasta la amígdala, al menos en la 
rata (Rodrigo et al., 1994) y en el ratón (observaciones realizadas sobre la 
colección de preparaciones de nuestro laboratorio, Figura 29). 
Además, el NO es clave en la regulación de los comportamientos 
sociales, como indican las fuertes evidencias acerca de su implicación en 
la regulación de la agresión en roedores (Demas et al., 1997; Demas et al., 
1999; Gammie y Nelson, 1999; Trainor et al., 2007), donde como hemos 
visto anteriormente interacciona con la serotonina (Chiavegiatto y 
Nelson, 2003). Asimismo, el NO participa en el control del 
comportamiento sexual, probablemente a nivel de hipotálamo mediante 
la regulación de la liberación de hormona luteinizante (Mani et al., 1994). 
Existen además algunas evidencias del papel del NO en ciertos 
procesos de refuerzo. Por ejemplo, experimentos con inhibidores de la 
NOS muestran la capacidad de estos fármacos para impedir el 
condicionamiento de preferencia de lugar inducido por diversas drogas 
de abuso (Itzhak y Martín, 2000; Li et al., 2002; Manzanedo et al., 2004; 
Sahraei et al., 2004). Es más, los fármacos que promueven la actividad de 
esta vía, como el sildenafilo, son capaces de inducir condicionamiento de 
preferencia de lugar por ellos mismos (Tahsili-Fahadan et al., 2006). En 
cuanto al refuerzo inducido por sustancias naturales, los inhibidores de la 
NOS disminuyen la ingesta de líquidos sabrosos, como la leche (Morley et 
al., 1995) o las soluciones de sacarina (Czech, 1999).  
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4.3.2 Grupos experimentales 
Con este panorama en mente, en esta sección decidimos estudiar 
las implicaciones de la serotonina y el NO, dos neurotrasmisores 
importantes en el estriado ventral y los islotes de Calleja, en la atracción 
incondicionada por feromonas de macho. Para ello, en primer lugar 
investigamos los efectos de un antagonista de los receptores de 
serotonina 5-HT2, que presenta su mayor afinidad por los receptores del 
tipo 2A (Hoyer, 1994), así como de una agonista de 5HT-2 sobre la 
preferencia innata por feromonas de macho (Tabla 15). El tiempo entre 
la administración de la droga y el inicio del primer test comportamental 
fue de 30 minutos. 
 
Tabla 15. Grupos experimentales utilizados para comprobar la implicación de la 
serotonina en la atracción innata por feromonas de macho en hembras de ratón.  
 
A continuación, llevamos a cabo el mismo experimento, esta vez 
comprobando los efectos de un inhibidor general de la NOS, el L-
NAME (Nω-Nitro-L-arginina metil ester hidrocloride). El tiempo entre 
la administración de la droga y el primer test de comportamiento fue de 
30 minutos (Tabla 16).  
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Tabla 16. Grupos experimentales para estudiar la implicación del NO en la atracción 
innata por feromonas de macho.  
 
Adicionalmente, debido a la distribución ubicua del NO en toda 
la vía olfativa/vomeronasal, analizamos el efecto de la administración de 
este fármaco, 30 minutos previo al test, sobre la capacidad de las 
hembras de discriminar orina de macho mediante el ya conocido test de 
habituación-deshabituación (Tabla 17). 
 
Tabla 17. Grupos experimentales para investigar el efecto del inhibidor de la NOS sobre 
la discriminación sensorial de la orina de macho. 
Conclusiones 143 
4.3.3 Resultados 
Experimento 3.A: Efecto de fármacos serotonérgicos 
sobre la atracción innata por feromonas de macho 
Experimento 3.A.1: Efecto del ketanserin 
El ketanserin disminuyó de manera significativa la movilidad de 
los animales en los grupos tratados con las dosis más altas (Figura 30A) 
(ANOVA: F3, 34=3.675, p=0.021; post-hoc de Dunnet: Ket 0.5 mg/kg, 
p=0.809; Ket 1 mg/kg, p=0.021; Ket 2 mg/kg, p=0.043). La 
observación directa de los animales tratados con estas dosis altas 
constató que mostraban signos de sedación (ver Reimann, 1986), por lo 
que decidimos analizar medidas adicionales sobre su locomoción para 
comprobar estadísticamente esta posibilidad (Tabla 18). Los ANOVAs 
comparando estas medidas revelaron que tanto el tiempo que pasaban 
los animales inmóviles (F3,34=5.149, p=0.005) como su velocidad media 
(F3,34=5.922, p=0.002) y máxima (F3,34=4.779, p=0.007), diferían 
significativamente entre grupos. Los p-valores para el análisis post-hoc 
de Dunnet, especificados en la Tabla 18, mostraron que efectivamente el 
efecto se debía a las dosis altas de ketanserin. Así, los animales tratados 
con la dosis de 2 mg/kg fueron diferentes del Salino en todas ellas, 
mientras que la dosis de 1 mg/kg afectó de manera marginalmente 
significativa a la velocidad máxima y redujo de manera significativa la 
velocidad media.  
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Tabla 18. Medidas adicionales de movilidad de los animales en el experimento 
explorando los efectos del ketanserin sobre la atracción innata por feromonas. 
Los p-valores mostrados corresponden a las comparaciones post-hoc de Dunnet con el grupo 
Salino. 
 
Por otra parte, el tiempo total empleado en las zonas que 
contenían los botes con viruta de hembra en el control post-tratamiento no 
fue significativamente distinto entre grupos (ANOVA, F3, 34=2.366, 
p=0.088) (Figura 30B). 
Los datos referentes al tiempo de exploración de cada lado en el 
control post-tratamiento y el test de preferencia por feromonas de macho, a pesar de 
cumplir la condición de normalidad, no cumplían las condiciones 
necesarias para aplicar un ANOVA de medidas repetidas (igualdad de las 
matrices de covarianzas e igualdad de las varianzas de error), de manera 
que aplicamos una prueba t de Student para medidas relacionadas. Este 
análisis reveló que los animales no mostraron preferencia previa por 
ninguno de los lados de la caja en el control post-tratamiento (Salino, 
p=0.433; Ket 0.5 mg/kg, p=0.481, Ket 2 mg/kg, p=0.889), excepto en el 
caso del grupo tratado con Ket 1 mg/kg, en el cual los sujetos pasaron 
más tiempo en el lado izquierdo (p=0.018). Este resultado es difícil de 
interpretar, puesto que en general como hemos visto a lo largo de la 
tesis, cuando ambos lados de la caja contienen estímulos idénticos se 
observa una exploración equilibrada. En cualquier caso, la preferencia 
por feromonas de macho sólo se vio afectada en los grupos tratados con 
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las dosis mayores (Figura 30C), es decir, aquéllos que presentaban una 
mayor afectación en su comportamiento (Ket 1 mg/kg, p=0.742; Ket 2 
mg/kg, p=0.214), pero no en los animales tratados con la dosis más baja 
(Ket 0.5 mg/kg, p=0.004) ni en el grupo Salino (p=0.001). Por lo tanto, 
los efectos del ketanserin sobre la preferencia por feromonas de macho a 
las dosis analizadas no pueden desligarse totalmente de los efectos 
sedativos del fármaco, que deterioraron significativamente el 
comportamiento general. 
 
Figura 30. Efecto del ketanserin sobre la atracción innata por feromonas de macho. 
A. Locomoción; suma de los sectores cruzados en el control post-tratamiento y el test de 
preferencia por las feromonas de macho. B. Tiempo total en las zonas; suma del tiempo en 
ambas zonas en el control post-tratamiento. C. Tiempo en las zonas; tiempo en cada zona en el 
control post-tratamiento y el test de preferencia por feromonas de macho.  *=p<0.05; 
**=p<0.01 
Experimento 3.A.2: Efecto del DOI 
El agonista de los receptores 5-HT2 de serotonina no afectó de 
manera significativa ni a la movilidad  (ANOVA, F3,39=1.873, p=0.150) 
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ni al tiempo total empleado en las zonas en el control post-tratamiento 
(ANOVA, F3,39=2.258, p=0.097) (Figura 31A,B). 
Por lo que respecta a la preferencia por feromonas de macho, el 
ANOVA para medidas repetidas reveló efectos significativos de las 
interacciones TEST x LADO (F1,39=13.225, p=0.001) y TEST x 
GRUPO (F3,39=4.385, p=0.009), así como del factor LADO 
(F1,39=28.232, p<0.001). Por otro lado, la interacción de tercer orden 
TEST x LADO x GRUPO fue marginalmente significativa (F3,39=2.461, 
p=0.077), así como el factor TEST (F1,39=3.226, p=0.080), mientras que 
no lo fueron ni la interacción del LADO x GRUPO (F3,39=0.046, 
p=0.987) ni el factor GRUPO (F3,39=0.993, p=0.406). Las 
comparaciones por parejas entre cada LADO en cada TEST y GRUPO 
revelaron que no existían diferencias significativas entre el tiempo que 
pasaban los animales en las zonas conteniendo viruta ensuciada por 
hembras en el control post-tratamiento (Salino, p=0.896; DOI 0.5 mg/kg, 
p=0.987; DOI 1 mg/kg, p=0.543), aunque en el grupo tratado con la 
dosis más alta del agonista se produjo una desviación hacia el lado 
derecho que resultó marginalmente significativa (DOI 2 mg/kg, 
p=0.054). Por otro lado, todos los grupos excepto el tratado con esta 
dosis más elevada mostraron preferencia por el lado que contenía la 
viruta de macho en el test de preferencia (Salino, p<0.001; DOI 0.5 
mg/kg, p=0.001; DOI 1 mg/kg, p=0.003; DOI 2 mg/kg, p=0.254). 
(Figura 31C). Así pues, la dosis más alta de esta droga eliminó la 
preferencia por feromonas de macho sin afectar de manera significativa a 
la locomoción ni al tiempo total en las zonas en el control post-tratamiento, 
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aunque en éste afectó de manera marginalmente significativa a la 
exploración equilibrada de las mismas. 
Por último, analizamos el comportamiento de escarbar tal y 
como hicimos en los experimentos utilizando fármacos 
catecolaminérgicos. Estos datos presentaban una distribución normal, 
que permitía la aplicación de pruebas paramétricas, pero no cumplieron 
las condiciones para la utilización del ANOVA de medidas repetidas.  
Por lo tanto, aplicamos un ANOVA a la suma del tiempo 
escarbando en ambos botes en el control post-tratamiento, que reveló 
diferencias significativas entre grupos (F3,39=6.326, p<0.001). El post-hoc 
de Dunnet mostró que fueron las dosis más altas las que provocaron una 
reducción significativa del comportamiento de escarbar con respecto al 
Salino (DOI 1 mg/kg, p=0.012; DOI 2 mg/kg, p=0.021) (Figura 31D). 
A continuación, aplicamos una prueba t de Student al tiempo dedicado a 
escarbar ambas virutas en el test de preferencia por feromonas de macho. El 
análisis reveló que este tiempo escarbando fue significativamente 
diferente en los animales tratados con Salino (p<0.001), pero sólo 
marginalmente significativo en las dosis baja e intermedia (p=0.059 y 
p=0.057 respectivamente) y no significativo en la dosis alta (p=0.158) 
(Figura 31E). Por último, un ANOVA comparando el tiempo empleado 
en escarbar la viruta de macho reveló diferencias marginalmente 
significativas entre grupos (F3, 39=2.615, p=0.065), debidas, como mostró 
el subsiguiente test de Dunnet, a la reducción del tiempo escarbando con 
la dosis más alta de droga (p=0.024). 
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Figura 31. Efecto del DOI sobre la atracción innata por feromonas de macho y sobre el 
comportamiento de escarbar. 
A. Locomoción; suma de los sectores cruzados en el control post-tratamiento y el test de 
preferencia por las feromonas de macho. B. Tiempo total en las zonas; suma del tiempo en 
ambos recipientes en el control post-tratamiento. C. Tiempo en las zonas; tiempo en cada 
recipiente en el control post-tratamiento y el test de preferencia por feromonas de macho. D. 
Tiempo total escarbando; suma del tiempo utilizado escarbando en ambos recipientes en el 
control post-tratamiento. E. Tiempo escarbando en cada recipiente en el test de preferencia por 
feromonas de macho. *=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.001 
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Experimento 3.B: Efecto del L-NAME sobre la atracción 
innata por feromonas de macho 
El tratamiento con L-NAME no afectó ni a la movilidad de los 
animales (ANOVA entre grupos, F2, 27=1.082, p=0.353) ni a la 
investigación total de las feromonas de hembra (ANOVA entre grupos, 
F2, 27=1.118, p=0.342) (Figura 32A,B) 
Con respecto a la preferencia por feromonas de macho, el 
ANOVA para medidas repetidas reveló una falta de interacción de tercer 
orden entre los factores LADO x TEST x GRUPO (F2, 27=1.972, 
p=0.159). Tampoco resultó significativa la interacción entre TEST x 
GRUPO (F2, 27=0.344, p=0.712), ni el efecto principal del factor 
GRUPO (F2, 27=0.612, p=0.550). Por el contrario, la interacción entre los 
factores TEST x LADO (F2, 27=6.529, p=0.017), y GRUPO x LADO (F2, 
27=3.414, p=0.048), así como de los factores LADO (F1, 27=14.692, 
p=0.001) y TEST (F1, 27=13.662, p=0.001) sí fueron significativos. Las 
comparaciones post-hoc por parejas entre cada LADO en cada TEST 
revelaron que el efecto del factor LADO tenía lugar en el test de preferencia 
por feromonas de macho (control post-tratamiento, p=0.365; test de preferencia por 
feromonas de macho, p=0.001). Sin embargo, las comparaciones por parejas 
entre LADO en cada GRUPO mostraron una falta de efecto de las 
feromonas de macho en el grupo tratado con la dosis alta del fármaco 
(Salino, p=0.003; L-NAME 50 mg/kg, p=0.005; L-NAME 100 mg/kg, 
p=0.883). Como se aprecia en la Figura 32C, los animales de los dos 
primeros grupos exploraron significativamente más las feromonas de 
macho, cosa que no hicieron las hembras tratadas con la dosis más alta 
del inhibidor de la NOS. 
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Figura 32. Efecto de un inhibidor de la NOS sobre la atracción innata por feromonas 
sexuales de macho. 
A. Locomoción; suma de los sectores cruzados en el control post-tratamiento y el test de 
preferencia por las feromonas de macho. B. Tiempo total en las zonas; suma de la investigación 
de ambos recipientes en el control post-tratamiento. C. Tiempo en las zonas; tiempo cada zona 
en el control post-tratamiento y el test de preferencia por feromonas de macho. **=p<0.01  
Experimento 3.C: Efecto del L-NAME sobre la 
discriminación olfativa de orina de macho 
Las hembras de ambos grupos detectaron la orina de macho, 
dado que la primera presentación del bastoncillo impregnado en este 
estímulo dio lugar a un incremento del olfateo del mismo (Figura 33).  
Debido a la falta de normalidad de los datos, aplicamos un 
análisis no paramétrico de Wilcoxon comparando la última presentación 
del bastoncillo con agua con la primera del bastoncillo impregnado con 
orina. Este análisis mostró que tantos los animales del grupo Salino 
como los tratados con L-NAME fueron capaces de discriminar 
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olfativamente la orina de macho (Salino, p=0.007; L-NAME 100 mg/kg, 
p=0.036) (Figura 33). Sin embargo, como puede observarse en la Figura 
33, el incremento provocado en el grupo tratado con el inhibidor de la 
NOS fue ligeramente menor, aunque la disminución en el tiempo 
investigando la primera presentación de la orina de macho sólo fue 
marginalmente significativa (Kruskal-Wallis comparando el tiempo 
olfateando el bastoncillo impregnado de orina en ambos grupos, 
p=0.068). 
Por lo tanto, la pérdida de preferencia provocada por el 
tratamiento con la dosis más alta de L-NAME no puede explicarse por 
completo por una pérdida sensorial, dado que los animales tratados con 
esta droga son capaces de detectar la orina de macho casi tan bien como 
los tratados con salino. 
 
Figura 33. Efecto del antagonista de la NOS sobre la capacidad olfativa de detectar la 
orina de macho. 
El círculo en el eje de abcisas señala el momento de la primera presentación de la orina de macho. 
**=p<0.01 en los animales del grupo salino. †=p<0.05 en los animales del grupo L-NAME 100 
mg/kg. 
152  Neuroquímica del refuerzo inducido por feromonas 
4.3.4 Discusión 
El tratamiento con un inhibidor general de la NOS eliminó de 
manera dependiente de dosis la preferencia innata de las hembras de 
ratón por las feromonas contenidas en la viruta ensuciada por machos, 
pero sin afectar de manera significativa a su capacidad para detectar la 
orina de éstos. Los resultados de los fármacos serotonérgicos sobre la 
atracción innata por feromonas de macho no son concluyentes. 
Efectos de los fármacos serotonérgicos a lo largo de la 
vía vomeronasal 
Tanto el agonista como el antagonista de los receptores 5-HT2 
de serotonina utilizados en nuestros experimentos inhibieron la 
preferencia por feromonas de macho de manera dependiente de dosis. 
No obstante, debemos tener en cuenta que mientras las dosis del 
antagonista que eliminaron la atracción mostraron severos efectos 
comportamentales, como una disminución drástica de la locomoción y  
signos visibles de sedación, los efectos del agonista fueron mucho más 
suaves a este respecto, afectando de manera significativa únicamente al 
comportamiento de escarbar. A continuación analizaremos los posibles 
efectos de las drogas sobre la vía vomeronasal. 
En primer lugar, cabe señalar que existen cantidades significativas 
de serotonina en el órgano vomeronasal de ratones, que alcanzan sus 
mayores niveles en las hembras adultas si se comparan con los 
encontrados tanto en hembras prepuberales como en machos adultos 
(Zancanaro et al., 1997). Esto sugiere que la serotonina podría tener un 
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papel en el mecanismo de bombeo vomeronasal, ya descrito para la 
inervación noradrenérgica (Meredith y O’Connell, 1979), o bien en la 
modulación de la sensibilidad a las feromonas de manera sexualmente 
dimórfica y dependiente de la edad. Sin embargo, dado que no se ha 
descrito la expresión de los tipos de receptores existentes en el órgano 
vomeronasal, desconocemos si los fármacos que utilizamos, específicos 
de los receptores 5-HT2, podrían afectar a este nivel. 
La serotonina podría asimismo modular el procesado en el bulbo 
olfativo accesorio, teniendo en cuenta la inervación serotonérgica de las 
capas  granular y la plexiforme interna del mismo (al contrario de lo que 
sucede en el bulbo olfativo principal, que recibe proyecciones 
serotonérgicas masivas también a nivel de la capa glomerular) (Shipley et 
al., 2004). En este sentido, se ha descrito que el tratamiento con 
ketanserin inhibe la activación, curiosamente, de la capa glomerular del 
bulbo accesorio, medida mediante la expresión de c-fos, de ratas 
hembras expuestas a orina de macho (Inamura y Kashiwayanagi, 2000). 
Nuestros resultados contrastan con este dato previo, puesto que los 
animales tratados con la dosis más baja de ketanserin muestran 
preferencia, y por lo tanto el bloqueo de los receptores no impide la 
función del bulbo olfativo accesorio. 
Aunque no hemos encontrado datos que investiguen los efectos 
de la activación serotonérgica en la amígdala posteromedial cortical, ni 
descripciones exhaustivas sobre la distribución de receptores 
serotonérgicos, sí existen evidencias indirectas acerca de la expresión de 
receptores de tipo 5-HT2A (Cyr et al., 2000). Además, los datos 
disponibles muestran que la activación de los receptores 5-HT2 en otro 
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de los núcleos paliales de la amígdala, el basolateral cortical, resulta tanto 
en una activación de las interneuronas GABAérgicas como en una 
hiperpolarización de las neuronas glutamatérgicas de proyección 
(Rainnie, 1999). Estos datos apuntan a que un desequilibrio en la 
activación de estos receptores podría dificultar el procesado de la señal 
feromonal en la amígdala posteromedial cortical, de manera similar a 
como sugerimos para el agonista de los receptores µ-opiáceos.  
Por último, se ha demostrado que el DOI incrementa 
significativamente los niveles de dopamina en el estriado de la rata tras 
30 minutos de infusión, medido mediante microdiálisis (Lucas y 
Spampinato, 2000). Teniendo en cuenta que el resultado de los 
experimentos utilizando anfetamina y el agonista de D1 fue análogo al 
encontrado con el DOI, tanto sobre la atracción innata como sobre el 
comportamiento de escarbar, podríamos incluso argumentar que el 
efecto de este último fármaco es consecuencia de los niveles 
incrementados de dopamina en el estriado provocados por el mismo. 
No obstante, pese a la probabilidad de que la serotonina sea 
importante en el refuerzo inducido por feromonas atendiendo a la 
distribución anatómica de sus receptores, serán necesarios experimentos 
futuros para aclarar este punto. 
Efecto del antagonista de NO a lo largo de la vía 
vomeronasal 
La amplísima distribución de las neuronas nitrérgicas a lo largo 
de toda la vía vomeronasal (Rodrigo et al., 1994; observaciones realizadas 
sobre la colección de preparaciones de nuestro laboratorio) hace que los 
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efectos observados puedan deberse a su acción sobre diversos núcleos 
implicados en este sistema. 
El bulbo olfativo accesorio es una de las áreas con mayor 
expresión de NO del cerebro: la actividad NADPH diaforasa se 
encuentra a lo largo de toda la capa granular y mitral (Kishimoto et al., 
1993), aunque sólo en los glomérulos de la porción anterior 
(observaciones realizadas sobre la colección de preparaciones de nuestro 
laboratorio). Precisamente, la detección de las feromonas de macho 
resulta en una activación preferente, medida mediante la expresión de c-
fos, de esta porción anterior en hembras de ratón (Moncho-Bogani et al., 
2002); resultado idéntico al que se encuentra en machos expuestos a 
viruta de hembras (Dudley y Moss, 1999).  
La importancia del NO a nivel del bulbo olfativo accesorio se 
puede ilustrar mediante su participación en el efecto Bruce, que recordemos 
consiste en un fallo en la implantación de los embriones cuando las 
hembras de ratón son expuestas a feromonas de un macho extraño. Este 
efecto se ve bloqueado mediante el establecimiento de una memoria de 
las feromonas del compañero sexual (Bruce, 1959; Brennan et al., 1990) 
que tiene lugar en el mismo bulbo olfativo accesorio y depende de la 
noradrenalina y el NO (Okere et al., 1996). Aunque inyecciones 
sistémicas e intrabulbares de antagonistas de la NOS no impiden la 
formación de esta memoria olfativa (Brennan y Kishimoto, 1993; Okere 
et al., 1995) -lo cual muestra que los antagonistas de la NOS no impiden 
la correcta función del bulbo olfativo accesorio- la sola infusión de un 
precursor del NO en el bulbo al exponer a las hembras a feromonas de 
macho sin que se produzca el apareamiento es capaz de bloquear el 
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efecto Bruce (Okere et al., 1996). Además, los niveles de mRNA de NOS 
se incrementan en el bulbo olfativo accesorio durante la formación de 
esta memoria (Okere et al., 2000). 
Así pues, la inhibición farmacológica de la síntesis de óxido 
nítrico podría afectar a la detección de feromonas ya en la primera 
estación de relevo de la información vomeronasal. Sin embargo, como 
hemos visto, las hembras tratadas con la dosis de L-NAME que inhibe la 
preferencia sí se muestran capaces en cambio de discriminar la orina de 
macho en un test estándar de función olfativa, aunque con tiempos de 
exploración ligeramente inferiores a los de los animales control. Este 
resultado, muy similar al que arroja un estudio en machos utilizando un 
inhibidor específico de la nNOS (Trainor et al., 2007), muestra que las 
hembras no padecen un déficit sensorial olfativo severo, y aunque 
basándonos en esta prueba no podemos descartar un déficit 
vomeronasal, ya que las hembras podrían simplemente discriminar los 
volátiles sin actividad feromonal que emanan de la misma (Martínez-
Ricós et al., in press), la sensibilidad a la droga no tendría por qué ser 
mayor en el bulbo olfativo accesorio que en el principal. De hecho, hasta 
donde nosotros sabemos, no existen evidencias de que el bloqueo de la 
transmisión nitrérgica pueda provocar anosmia por su acción a nivel del 
bulbo. De todas formas, según la distribución anatómica de las neuronas 
productoras de NO y de su diana, la guanilato ciclasa (Crespo et al., 2003; 
Gutièrrez-Mecinas et al., 2005) es muy probable la participación del NO 
en el procesado de la información olfativa (Breer y Shepherd, 1993). 
Hasta la fecha, estudios funcionales exhaustivos a este respecto se 
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restringen a invertebrados (Gelperin, 1994; Gelperin et al., 2000; 
Collmann et al., 2004). 
En cuanto a la expresión de NADPH diaforasa en la amígdala, 
encontramos niveles masivos en la porción medial, que proyecta 
principalmente a los núcleos hipotalámicos que controlan tanto los 
comportamientos sexuales como los agonísticos (Newman, 1999; Choi et 
al., 2005). La  importancia de este circuito en los comportamientos y 
consecuencias neuroendocrinas inducidos por feromonas se referirá en el 
siguiente punto. Finalmente, se detectan escasas fibras reactivas en la 
amígdala posteromedial cortical y área amígdalo-hipocámpica, pero 
donde la expresión es realmente máxima es sin duda en una de sus zonas 
de proyección, los islotes de Calleja (Figura 29). La actuación de las 
neuronas nitrérgicas de estas estructuras debe ser clave para la expresión 
de la preferencia por feromonas de macho, como podremos comprobar 
en la sección 4.4.  
El NO en la red neural que controla los 
comportamientos socio-sexuales 
A lo largo de la tesis hemos apuntado la importancia de las 
señales feromonales no sólo en el comportamiento sexual, sino en el 
comportamiento social general de los roedores, incluyendo el 
comportamiento agonístico o el parental (ver punto 1.2 y punto 4.2.4).  
De esta manera, aunque estos comportamientos suelen estudiarse 
por separado, su expresión implica vías neurales fuertemente solapantes 
que comprenden las porciones olfativas y vomeronasales de la amígdala 
(Newman, 1999, Veening et al., 2005; Figura 34). Aquí, 
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neurotransmisores como el NO y la serotonina y hormonas esteroideas 
están actuando para coordinar la expresión de los diversos 
comportamientos. 
 
Figura 34. La red de los comportamientos socio-sexuales. 
Adaptado de la propuesta de Newman (1999). Los núcleos se encuentran interconectados entre 
sí, poseen neuronas sensibles a esteroides y han sido implicados en la regulación de más de un 
comportamiento social. Los núcleos hipotalámicos incluyen el área preóptica medial, el núcleo 
ventromedial hipotalámico y el hipotálamo anterior. Los núcleos mesencefálicos incluyen el área 
gris periacueductal y los núcleos tegmentales. Abreviaturas: BST: núcleo del lecho de la stria 
terminalis (bed nucleus of the stria terminalis). 
 
Específicamente, la transmisión nitrérgica es muy importante 
para la modulación de los comportamientos agonísticos. Así, tanto 
machos de ratón knock-out para la nNOS (Nelson et al., 1995) como 
machos tratados con un inhibidor específico de esta isoforma (Demas et 
al., 1997; Trainor et al., 2007) muestran niveles exagerados de agresividad, 
mientras los knock-out para la eNOS expresan una agresividad reducida 
(Demas et al., 1999). Por el contrario, las hembras de ratón, que en 
condiciones normales no son agresivas, no muestran cambios en este 
patrón de comportamiento ante una deleción del gen nNOS (Nelson et 
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al., 1995), pero la agresividad maternal disminuye en estas mutantes 
(Gammie y Nelson, 1999).  
Es más, la interacción del NO con otras moléculas importantes 
para estos comportamientos le permiten actuar como coordinador de los 
mismos. Por una parte, la testosterona, que promueve la agresividad 
(Brain y Bowden, 1979), inhibe la actividad de la NOS (Singh et al., 
2000), mientras los estrógenos incrementan su producción (Weiner et al., 
1994). Por otra, la serotonina, inhibitoria para los comportamientos 
agresivos (Miczek et al., 1989; Muehlenkamp et al., 1994; Ferris et al., 
1999) interacciona recíprocamente con el NO (Chanrion et al., 2007), de 
manera que los mencionados knock-out para la nNOS muestran una 
reducción en el metabolismo de la serotonina (Chiavegatto et al., 2001), 
responsable, según los autores del mencionado estudio, de los elevados 
niveles de agresividad de estos animales. Así, un trabajo posterior de este 
mismo grupo (Trainor et al., 2007, ver más abajo), propone un esquema 
neuroquímico según el cual el NO producido por la nNOS promovería 
la investigación social por un lado, mientras por otro inhibiría la 
agresividad activando la función serotonérgica. 
En este contexto, dos puntos llaman especialmente la atención. 
En primer lugar, tanto los animales deficientes en las diversas isoformas 
de la NOS como los tratados con antagonistas de estas enzimas 
muestran déficits en otros comportamientos guiados por feromonas. Por 
ejemplo, los machos knock-out para la nNOS, aunque no las hembras, 
muestran un comportamiento sexual anómalo que se expresa como 
intentos de monta persistente de hembras no receptivas (Nelson et al., 
1995). Podemos intentar explicar esta observación mediante el análisis de 
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la ontogenia del comportamiento sexual de los machos. Los jóvenes 
vírgenes se muestran incapaces de discriminar el olor de las hembras en 
estro del de aquellas que no lo están, intentando por tanto copular de 
manera indiscriminada con cualquier hembra; un aprendizaje asociativo 
entre la cópula y el olor característico de las hembras receptivas permite 
que los machos con experiencia sexual sólo intenten copular con éstas 
(Agmo, 1999; ver Figura 1). Teniendo en cuenta lo expuesto 
anteriormente acerca del papel del NO en el aprendizaje, también podría 
resultar imprescindible para el establecimiento de éste. Además, los 
machos tratados con un antagonista específico de la nNOS son 
excesivamente agresivos y muestran una disminución significativa en la 
investigación social de un congénere presentado tras una barrera, así 
como una atenuación de la investigación de orina de macho en un test de 
habituación-deshabituación (Trainor et al., 2007), similar a la que 
obtuvimos en nuestro experimento (ver Figura 33, página 151). 
En segundo lugar, es muy llamativa la semejanza entre el 
fenotipo comportamental de animales deficientes en diversos receptores 
y proteínas asociadas expresados por las neuronas sensoriales 
vomeronasales y el que presentan los mutantes de la NOS. Por ejemplo, 
machos knock-out para el canal TRP2, que participa en la transducción de 
la señal en el órgano vomeronasal (Liman et al., 1999), muestran 
comportamiento sexual por defecto, es decir, tratan de montar a 
cualquier congénere independientemente de su sexo, de manera que 
carecen de la respuesta de agresividad hacia otros machos (Leypold et al., 
2002; Stowers et al., 2002). Por el contrario, ratones macho knock-out para 
un conjunto de receptores del tipo V1R (que se expresa en las neuronas 
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receptoras que proyectan a la porción rostral del bulbo olfativo 
accesorio, la que se activa frente a estímulos provenientes de congéneres 
del sexo opuesto según diversos estudios utilizando el marcador de 
actividad neural c-fos, ver arriba) muestran déficits tales como una 
reducción de su actividad sexual con la experiencia, al contrario del 
incremento que sucede en los silvestres (ver Introducción General). La 
agresividad en estos machos no se encuentra afectada, mientras que las 
hembras sufren una reducción de la agresividad maternal (Del Punta et 
al., 2002). 
Teniendo en cuenta estas observaciones, desde nuestro punto de 
vista se hace imprescindible analizar con una mayor profundidad la 
respuesta específica a las señales feromonales para comprender 
totalmente los estudios sobre comportamientos socio-sexuales, 
utilizando experimentos como los expuestos en la presente tesis doctoral. 
De esta manera, los patrones de comportamiento socio-sexual de los 
animales tratados con antagonistas de las NOS podrían explicarse 
basándonos en las acciones del NO en los núcleos encargados del 
procesado de la información vomeronasal, descartando otras señales 
sociales como las visuales o las auditivas que se encuentran presentes en 
los experimentos que utilizan al animal entero.  
Por último, existe una abundantísima literatura acerca de la 
regulación neuroendocrina de los comportamientos socio-sexuales, 
centrándose por tanto en la amígdala medial, con su conspicua población 
de neuronas sensibles a esteroides y sus proyecciones al hipotálamo. Sin 
embargo, como ya sabemos, en hembras de ratón la investigación de las 
señales químicas provenientes de machos es independiente de su estado 
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hormonal (Mossman y Drickamer, 1996; Moncho-Bogani et al., 2004). 
Por lo tanto es muy probable que los núcleos responsables del control de 
estos comportamientos posean una menor densidad de neuronas 
sensibles a esteroides. Este argumento nos lleva de nuevo a la amígdala 
posteromedial cortical como estructura que recibe información 
vomeronasal directa y posee niveles bajos a moderados de receptores α y 
β estrogénicos, en oposición a los niveles muy elevados que se expresan 
en la amígdala medial (Mitra et al., 2003). Como hemos comentado, los 
niveles del marcador de actividad nitrérgica, NADPH diaforasa, no son 
demasido elevados en esta porción de la amígdala, pero sí lo son en sus 
áreas de proyección, los islotes de Calleja. Es plausible que las estructuras 
pobres en esteroides participen en la génesis de los diversos 
comportamientos sociales o efectos provocados por las feromonas en los 
animales impúberes, con bajos niveles de hormonas gonadales (como el 
efecto de inducción del estro o efecto Whitten), mediante el control del 
comportamiento de investigación de las mismas. Asimismo, podrían ser 
claves en el procesado de las propiedades hedónicas de las feromonas 
sexuales, que como la atracción innata, debe ser independiente del estado 
hormonal del animal. 
 
Hemos llegado al final de los estudios farmacológicos que 
componen la presente tesis. En el punto siguiente, el último de la sección 
de Estudios Desarrollados, comprobaremos si realmente la vía neural 
directa que une el bulbo olfativo accesorio con el estriado ventral, a 
través de la amígdala vomeronasal, es la responsable del comportamiento 
Conclusiones 163 
de la preferencia innata de las hembras de ratón por feromonas de 
macho. 
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4.4 LOS ISLOTES DE CALLEJA Y LA 
ATRACCIÓN INNATA POR 
FERMONAS DE MACHO 
4.4.1 Justificación 
Los resultados expuestos en los capítulos anteriores muestran 
como el comportamiento de atracción innata por feromonas sexuales 
puede ser modulado por algunos neurotransmisores que se encuentran 
en altas concentraciones en el estriado ventral, como la dopamina, los 
opiáceos y el óxido nítrico. No obstante, las diferencias entre la 
modulación farmacológica del refuerzo de feromonas y el de reforzantes 
naturales clásicos como la sacarosa sugieren que probablemente su valor 
reforzante depende de territorios diferentes del estriado ventral con 
características neuroquímicas distintas. 
Sabiendo que la atracción innata por feromonas es independiente 
de la activación dopaminérgica de la vía tegmento-estriatal (Martínez-
Hernández et al., 2006), e incluso puede ser inhibida por la actividad 
dopaminérgica (punto 4.1), las vías más probables de acceso de los 
estímulos feromonales al sistema del refuerzo serían las proyecciones 
quimiosensoriales directas al estriado ventral. 
En su estudio detallado de las proyecciones amigdalinas al 
estriado en el ratón, Novejarque (2007) ha demostrado que de entre las 
regiones de la amígdala que reciben la inervación directa de los bulbos 
olfativos accesorios (ver Figura 3, página 37), tan solo el núcleo 
posteromedial cortical proyecta sustancialmente al estriado ventral, tanto 
Conclusiones 165 
directamente como indirectamente, a través del área amígdalo-
hipocámpica. Esta proyección, que no había sido descrita anteriormente 
en ningún mamífero, existe también en la rata (Úbeda-Bañón et al., 
2008). Los resultados de estos estudios indican que la amígdala 
vomeronasal apenas proyecta al núcleo accumbens (en su porción central 
o core), pero da lugar a densas aferencias hacia los puentes celulares del 
estriado y los islotes de Calleja anteromediales, incluido el magno, que se 
extienden a las capas profundas del tubérculo adyacente. 
Por lo tanto, la proyección de la amígdala posteromedial cortical 
a los islotes de Calleja ventromediales (incluido el magno) y a territorios 
adyacentes del estriado ventral podrían constituir el sustrato anatómico 
de los efectos reforzantes de las feromonas sexuales en los ratones. En 
este sentido, estas estructuras presentan características neuroquímicas 
peculiares dentro del estriado ventral que podrían explicar los efectos de 
las drogas sobre la atracción innata por feromonas sexuales. Nosotros 
nos centraremos específicamente en la organización y las características 
neuroquímicas de los islotes de Calleja. 
En secciones coronales de telencéfalo del ratón, los islotes de 
Calleja se observan como agrupaciones de neuronas asociadas al 
tubérculo olfativo en un número y forma variable, mientras el 
denominado islote de Calleja magno presenta una posición concreta 
asociado a la interfaz entre el accumbens, el septum y la banda diagonal. 
No obstante, recientemente se ha demostrado que todos los islotes se 
encuentran interconectados entre sí, formando una estructura continua 
pero de forma irregular incluso entre hemisferios de mismo animal (de 
Vente et al., 2001). Estas peculiares estructuras están formadas por 
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agrupaciones de pequeñas neuronas granulares, presumiblemente 
GABAérgicas (Krieger et al., 1983), que se colocan formando una copa 
que rodea el centro formado por el neuropilo, sobre el que se encuentran 
las neuronas medianas y grandes, mayoritariamente colinérgicas, que 
extienden sus dendritas hacia esta región central (Fallon et al., 1983) 
(Figura 35). Son estas neuronas medianas y grandes las que constituyen 
los elementos eferentes de los islotes (Fallon, 1983). 
 
Figura 35. Citoarquitectonia de los islotes de Calleja. 
A. Detección histoquímica de la actividad NADPH diaforasa en el islote de Calleja magno, donde 
se distingue claramente la región periférica, con fibras fuertemente reactivas para esta actividad 
enzimática, y la región central, que contiene el neuropilo. Los somas de las neuronas colinérgicas 
se encuentran en la base de esta estructura, según Fallon et al., 1983. B. Tinción de Nissl del islote 
de Calleja magno, mostrando las fibras marcadas anterógradamente en la región del neuropilo 
tras una inyección de un trazador neuroanatómico en la amígdala posteromedial cortical 
(CoApm). Imágenes cedidas amablemente por Amparo Novejarque. 
 
La inervación por parte de los núcleos amigdalinos se distribuye 
de manera diferencial entre estos dos componentes neuronales. Así, 
mientras las proyecciones de la amígdala vomeronasal terminan 
específicamente en el neuropilo central de los islotes (Figura 35B), donde 
se extienden las dendritas de las neuronas de proyección (Fallon et al., 
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1983), la amígdala basolateral inerva las interneuronas granulares (ver 
Fallon et al., 1978).  
En cuanto a las características neuroquímicas de estas 
agrupaciones, las neuronas granulares concentran una de las mayores 
poblaciones de receptores D3 (Diaz et al., 1995), que colocaliza en la 
mayoría de los casos con el D1; estos receptores ejercen efectos opuestos 
(Ridrey et al., 1998, ver Discusión General para la discusión de la 
conciliación de estos datos con los resultados del punto 4.1). 
Curiosamente, los islotes de Calleja carecen de receptores D2 
(Landwehrmeyer et al., 1993) y esta característica les hace ideales para 
estudiar la función de los receptores D3, menos conocida por el hecho 
de que los fármacos disponibles presentan afinidades considerables por 
el D2 (como es el caso del quinpirol), pero que parece fundamental en 
ciertos desórdenes psiquiátricos como la esquizofrenia y en los procesos 
de adicción (Joyce, 2001; Leriche et al., 2004; Heidbreder  et al., 2005; Le 
Foll et al., 2005).  
Por otro lado, ciertos autores encuentran neuronas granulares 
reactivas para la NADPH diaforasa (Rodrigo et al., 1994), pero una 
observación cuidadosa de las preparaciones de cerebro de ratón de la 
colección de nuestro laboratorio reveló que, si bien la zona granular es 
intensamente reactiva, la marca se debe fundamentalmente a una densa 
inervación (Figura 35A), probablemente por parte de las neuronas 
nitrérgicas del tubérculo olfativo y del shell del accumbens, aunque 
también desde algunas de las neuronas medianas de los propios islotes. 
Recordemos que el tratamiento con un inhibidor de la síntesis de NO 
eliminó la preferencia por feromonas de macho, por lo que existe la 
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posibilidad de que los islotes de Calleja sean uno de los lugares donde la 
acción de este neurotransmisor podría modular la atracción innata por 
feromonas. 
Los islotes de Calleja son ricos asimismo en receptores 5-HT2A 
(Minjster et al., 1997; Jansson et al., 2001), existiendo una falta de 
correspondencia entre los terminales axónicos serotonérgicos y el 
marcaje inmunohistoquímico para estos receptores que sugiere que la 
transmisión serotonérgica a este nivel sea de tipo volumétrico (Jansson et 
al., 2001). Como vimos en el punto 4.3, los resultados para los fármacos 
serotonérgicos no fueron concluyentes, dejando abierta la posibilidad de 
que la activación de estos receptores en los islotes de Calleja sea 
importante para el comportamiento que nos interesa. 
Además, estas estructuras poseen los niveles más altos del 
receptor Y1 del neuropéptido Y (NPY) en el cerebro del ratón 
(Gackenheimer et al., 2001), así como la mayor expresión de receptores 
m4 de acetilcolina de todo el estriado de la rata (Wirtshafter y Osborn, 
2004). Finalmente, los islotes de Calleja pueden sufrir influencias 
hormonales gracias a la inervación de fibras reactivas para el factor 
liberador de hormona luteinizante (LHRH) desde el septum (Fallon et al., 
1983), la expresión de receptores alfa estrogénicos, significativamente 
mayor que en el accumbens y el tubérculo olfativo (Mitra et al., 2003), y 
la inervación vasopresinérgica (observaciones sobre la colección de 
preparaciones de nuestro laboratorio), influencias que se verían 
facilitadas por la gran vascularización que presentan (Meyer et al., 1984). 
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4.4.2 Grupos experimentales 
Considerando todos los datos precedentes, planteamos la 
hipótesis de que la atracción innata de las hembras de ratón por 
feromonas de macho dependa de las proyecciones de la amígdala 
vomeronasal a las zonas del tubérculo medial que comprenden los islotes 
de Calleja mediales y los puentes celulares. Esta hipótesis resulta 
especialmente atractiva puesto que la función de las estructuras 
mencionadas no se ha estudiado en profundidad. Por un lado, sí existen 
evidencias de la implicación del tubérculo olfativo en el refuerzo (Prado-
Alcala y Wise, 1984; Kornetsky et al., 1991; Ikemoto 2003, 2007; Ikemoto 
et al., 2005), es más, recientemente se ha propuesto una revisión de la 
parcelación del mismo en base a los estudios funcionales (Ikemoto et al., 
2005). Sin embargo, la función de los islotes de Calleja es prácticamente 
desconocida. 
Para investigar esta posibilidad, llevamos a cabo lesiones 
electrolíticas de la zona circundante al islote de Calleja magno en nuestras 
hembras de ratón químicamente vírgenes (grupo Lesión), para a 
continuación someterlas al test de preferencia por feromonas de macho. Se 
consideró importante comparar el comportamiento de estas hembras 
con el de dos grupos de control con el objetivo de conocer si el 
procedimiento quirúrgico afectaba a la preferencia. Así, el grupo Control, 
estaba constituido por hembras adultas sin ningún tratamiento, mientras 
que el un grupo Falsa operación se sometió a una cirugía de control, 
consistente en la trepanación del cráneo y la simple inserción de un 
electrodo (ver Material y Métodos) (Tabla 19). 
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Tabla 19. Grupos experimentales y número de animales empleados para investigar los 
efectos de una lesión de la zona de proyección en el estriado ventral de la amígdala 
vomeronasal sobre la atracción innata por feromonas de macho.  
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4.4.3 Resultados 
Experimento 4: Lesión de la zona de proyección de la 
amígdala vomeronasal en el estriado ventral  
En la Figura 36 se muestran cortes histológicos representativos 
de los cerebros de los animales utilizados en el experimento, incluyendo 
dos animales sometidos a la Falsa operación (Figura 36A, B) y dos animales 
del grupo Lesión, representativos de una lesión muy restringida a la zona 
circundante al islote de Calleja magno (Figura 36C, D) y una lesión algo 
mayor, que afectó estructuras anejas como el tubérculo olfativo e incluso 
la zona central o core del accumbens (Figura 36E, F). Por otro lado, en la 
Figura 37 se muestran los dibujos correspondientes a dichos cortes 
histológicos, que muestran la citoarquitectonia y resaltan la zona 
lesionada. La valoración de la inclusión de un animal en el grupo Lesión la 
llevó a cabo una persona que desconocía el tipo de operación sufrida por 
los animales (ver Material y Métodos). 
En los animales del grupo Lesión, pero no en los que sufrieron la 
falsa operación, se hizo patente un incremento significativo de la 
locomoción (Figura 38A), como mostró un ANOVA (F2, 21=8.103; 
p=0.002) seguido por un análisis post-hoc de Dunnet comparándolos 
con el grupo Control (Falsa operación, p=0.321; Lesión, p=0.022). Sin 
embargo, el tiempo total en las zonas de interés en el control, en el cual 
ambos recipientes contenían viruta usada por hembras, no resultó 
diferente entre los distintos grupos (ANOVA, F2, 21=1.339; p=0.284) 
(Figura 38B). 
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Figura 36. Cortes histológicos, teñidos con azul de toluidina, representativos de los 
cerebros de los animales utilizados para el experimento explorando el efecto de una 
lesión de la zona de proyección de la amígdala vomeronasal en el estriado ventral sobre la 
atracción innata por feromonas de macho. 
A. Animal del grupo Falsa operación, mostrando esquemáticamente los límites de los núcleos del 
estriado ventral. B. Animal del grupo Falsa operación, con ampliación del islote de Calleja magno 
y un islote de Calleja antero-medial. C y D. Cortes representativos, rostral (C) y caudal (D) de un 
animal del grupo Lesión, con una lesión restringida a la zona circundante al islote de Calleja 
magno. E y F. Cortes representativos, rostral (E) y caudal (F) de un animal del grupo Lesión, con 
una lesión grande. Ampliación de la zona marcada F, donde se puede apreciar un resto de islote 
de Calleja magno.  
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Figura 37. Dibujos de los cortes histológicos mostrados en la Figura 36 con un esquema 
de la citoarquitectonia principal y la representación de la zona lesionada.  
En negro, tejido necrosado, en gris tejido cicatrizado. A’ y B’ Cortes histológicos de dos animales 
del grupo Falsa operación, mostrando esquemáticamente los límites de los núcleos del estriado 
ventral. C’ y D’. Cortes histológicos representativos, rostral (C’) y caudal (D’) de un animal del 
grupo Lesión, con una lesión restringida a la zona circundante al islote de Calleja magno. E’ y F’. 
Cortes representativos, rostral (E’) y caudal (F’) de un animal del grupo Lesión, con una lesión 
grande. Abreviaturas: aca: comisura anterior; AcbC: core (zona central) del núcleo accumbens; 
AcbSh: shell (zona periférica) del núcleo accumbens; Cpu: caudatus putamen; ICj: islote de Calleja; 
ICjm: islote de Calleja, magno; MS: septum medial; Pir: corteza piriforme; Tu: tubérculo olfativo; 
VDB: banda diagonal ventral. 
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En cuanto a la preferencia innata por feromonas de macho, el 
ANOVA de medidas repetidas mostró efectos significativos de la 
interacción de tercer orden TEST x LADO x GRUPO (F2, 21=3.695, 
p=0.042), de la interacción de segundo orden TEST x LADO (F2, 
21=22.647, p<0.001) y de los factores principales LADO (F1, 21=12.322, 
p=0.002) y TEST (F1, 21=12.122, p=0.002). Las interacciones LADO x 
GRUPO (F2, 21=2.191, p=0.137) y TEST x GRUPO (F2, 21=0.695, 
p=0.510), así como el factor principal GRUPO (F2, 21=1.145, p=0.337) 
no fueron significativas. Las comparaciones por parejas de cada LADO 
en cada TEST y GRUPO revelaron que los animales no preferían a 
priori ninguno de los lados de la caja en el control (Control, p=0.227; Falsa 
operación, p=0.471; Lesión, p=0.866). Finalmente, tanto los animales del 
grupo Control como los que habían sido sometidos a una Falsa operación 
prefirieron de manera significativa el recipiente que contenía las 
feromonas de macho en el test de preferencia (p=0.002 y p<0.001 
respectivamente), mientras que los animales del grupo Lesión no 
expresaron este comportamiento, no encontrándose diferencias 
significativas entre el tiempo en ambas zonas en este test (p=0.608) 
(Figura 38C). 
Este resultado sugiere que la integridad de los islotes de Calleja es 
necesaria para la expresión comportamental de la preferencia innata por 
feromonas sexuales de macho en las hembras de ratón. 
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Figura 38. Efecto de una lesión de los islotes de Calleja magnos (y parte del estriado 
circundante) en la atracción innata por feromonas de macho. 
A. Locomoción; suma de los sectores cruzados en el control post-tratamiento y el test de 
preferencia por las feromonas de macho. B. Tiempo total en las zonas; suma del tiempo en 
ambas zonas en el control post-tratamiento. C. Tiempo en las zonas; tiempo en cada zona en el 
control post-tratamiento y el test de preferencia por feromonas de macho. *=p<0.05; 
**=p<0.01; ***=p<0.001. 
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4.4.4 Discusión 
Las lesiones electrolíticas de la zona circundante del islote de 
Calleja magno, que comprendían en todo caso lesiones bilaterales del 
mismo y de porciones variables del tubérculo medial y la banda diagonal 
ventral, dieron lugar a un aumento significativo en la distancia recorrida 
por los animales y eliminaron la preferencia innata de las hembras de 
ratón por feromonas de macho. 
Hiperlocomoción en los animales lesionados 
Los animales con una lesión de la zona circundante al islote de 
Calleja magno, además de no explorar preferentemente las feromonas de 
macho, mostraron un incremento significativo de la distancia recorrida al 
compararlos con los animales utilizados como control. Este efecto no se 
debía a una ansiedad basal más elevada en los animales sometidos a la 
cirugía, puesto que los que sufrieron una falsa operación no mostraron 
alteraciones en el comportamiento locomotor. 
Una posible explicación de este efecto sobre la locomoción de la 
lesión sobre la locomoción podría basarse en las propiedades inhibitorias 
de los receptores D3, dado que las neuronas granulares de los islotes de 
Calleja se encuentran entre las estructuras con niveles más elevados de 
este receptor del telencéfalo (Diaz et al., 1995). Varios estudios han 
demostrado que los ratones con una deleción del gen del receptor D3 
son hiperactivos (Accili et al., 1996; Xu et al., 1997); asimismo, ratas 
tratadas crónicamente con un oligonucleótido antisentido para el 
receptor D3 muestran igualmente un incremento de la locomoción 
(Menalled et al., 1999). Es más, la detección por autorradiografía de los 
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receptores D3 de estas ratas tras el tratamiento demostró una 
disminución significativa de los mismos en los islotes de Calleja, pero no 
en el shell del accumbens ni en el estriado dorsal (Menalled et al., 1999), 
sugiriendo que la hiperlocomoción se debía a una desinhibición 
provocada por la pérdida de los receptores en los islotes. A este respecto, 
se ha sugerido que el efecto locomotor observado tras una pérdida de los 
receptores D3 se debe en realidad a una alteración de la exploración del 
ambiente, al perderse las claves olfativas que en el estriado ventral 
convergen en el tubérculo olfativo y los islotes de Calleja (Xu et al., 
1997). Esta hipótesis es consistente con la posible función de los islotes 
de Calleja como estructuras implicadas en la valoración emocional de 
señales químicas, y explicaría tanto el incremento de la locomoción como 
la pérdida de atracción por las feromonas de macho en los animales 
lesionados. 
La previamente discutida pero nunca demostrada 
función de los islotes de Calleja 
A pesar de algunos intentos por describir la función de los islotes 
de Calleja basándose en estudios anatómicos (Fallon et al., 1983; Meyer et 
al., 1994; Ubeda-Bañon et al., 2008), los estudios funcionales han sido 
extraordinariamente escasos. Es por ello que a día de hoy no existen 
evidencias concluyentes acerca de la función específica de los islotes de 
Calleja. No obstante, sí existen diversas hipótesis sobre este punto, que 
expondremos a continuación. 
En primer lugar, la existencia de una población significativa de 
neuronas barorreceptoras (Calaresu et al., 1994; McKritick et al., 1992), y 
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el alto contenido en NO, con su función vasodilatadora, parecen sugerir 
una implicación de los islotes de Calleja en la regulación de la presión 
arterial (Calresu et al., 1994). Otras investigaciones, sin embargo, revelan 
que la población de neuronas barorreceptoras es extremadamente baja 
(Kirouac y Pittman, 1999), contradiciendo esta hipótesis. Por otro lado, 
el estudio del patrón de vascularización de los islotes llevó a Meyer y 
colaboradores (1994) a sugerir que los islotes de Calleja constituían un 
punto de control de flujo sanguíneo al estriado/pálido. Nuevamente, 
otros autores han mostrado patrones de vascularización no consistentes 
con el descrito en el estudio de Meyer y colaboradores (de Vente et al., 
2001), poniendo en duda la validez de esta hipótesis. Por otro lado, otros 
experimentos sugieren que la activación de los receptores D3 de los 
islotes de Calleja pueden influir en la termorregulación de los animales 
(Barik y de Beaurepaire, 1998). 
Existen, no obstante, hipótesis acerca de la función de los islotes 
de Calleja de mayor interés para nuestros objetivos. Basándose en las 
observaciones anatómicas anteriormente descritas, a saber, la inervación 
por parte de núcleos olfativos y vomeronasales, las aferencias LHRH 
positivas y la gran vascularización, Fallon y colaboradores (Fallon et al., 
1978, 1983; Fallon, 1983) proponen que los islotes de Calleja deben 
formar parte de un sistema corticoestriatopalidal endocrino que 
modularía eventos neuroendocrinos y motores en el contexto de la 
reproducción. En cierta concordancia con esta hipótesis, Talbot y 
colaboradores (1988) especularon acerca de la posibilidad de que los 
islotes de Calleja participen en el procesado cognitivo de los olores de 
carácter sexual, incluyendo la adquisición de la preferencia por el olor de 
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las hembras en estro o la potenciación de la capacidad excitadora de 
estos olores según el estatus hormonal de los individuos. 
Los resultados anatómicos y farmacológicos expuestos en la 
presente tesis nos permiten apoyar la visión expuesta por los trabajos de 
Fallon y colaboradores (1983) y Talbot y colaboradores (1988) sobre la 
pertenencia de los islotes de Calleja a un circuito neural que controla los 
comportamientos desencadenados por feromonas y olores sexuales. En 
concreto, nuestros resultados muestran que el valor atractivo innato de 
las señales químicas que mediaría la aproximación hacia e investigación 
de posibles parejas sexuales, posibilitando así los subsiguientes procesos 
endocrinos y comportamentales asociados a ellas, depende de la 
integridad de estas estructuras. Es más, el hecho de que las neuronas 
colinérgicas de los islotes de Calleja concentren estrógenos (Fallon et al., 
1983) podría proporcionar a los islotes de Calleja la capacidad de actuar 
como un nexo de unión entre los comportamientos independientes del 
ciclo, como la atracción innata por feromonas de macho, y otros 
comportamientos que sí se encuentran bajo control hormonal. 
Los islotes de Calleja y el comportamiento socio-sexual 
Retomando la discusión acerca de la red neural que controla los 
comportamientos socio-sexuales que expusimos en el punto 4.3.4, 
podemos argumentar la pertenencia de los islotes de Calleja a dicho 
circuito basándonos tanto en la neuroquímica de estas estructuras como 
en su función en el comportamiento exploratorio de las feromonas. Así, 
no sólo los islotes de Calleja son ricos en actividad nitrérgica (ver Figura 
35A, página 166) y serotonérgica (Minjster et al., 1997; Jansson et al., 
2001), que como vimos en el punto 4.3 son críticas en la coordinación de 
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los comportamientos agonísticos, sino que expresan neuropéptidos 
cruciales en los comportamientos sociales. 
En primer lugar, los islotes de Calleja reciben inervación 
vasopresinérgica, siendo ésta mucho más abundante en el caso de los 
machos (observaciones preliminares no publicadas realizadas en el 
laboratorio). Este dimorfismo sexual es idéntico al que existe en el 
septum lateral, donde la inervación vasopresinérgica, mayor en machos 
(de Vries et al., 1981) procede de la amígdala medial y el núcleo del lecho 
de la stria terminalis (deVries et al., 1985; Caffé et al., 1987). La función de 
la inervación vasopresinérgica del septum lateral en el comportamiento 
social se ha estudiado en detalle, demostrándose importante para el 
comportamiento agonístico de los machos de ratón y de rata (Compaan 
et al., 1993; Everts et al., 1997), la memoria social, medida como la 
disminución de la investigación que llevan a cabo las ratas frente a 
individuos ya conocidos (Everts y Koolhaas, 1997, 1999), el 
comportamiento de marcaje en hámster (Irvin et al., 1990), e incluso la 
organización social de ciertos animales. A este respecto, merece 
reseñarse el caso de dos especies de topillos, una monógama y 
profundamente social y otra formada por individuos promiscuos y 
solitarios; ambas especies difieren precisamente en sus patrones de 
expresión de vasopresina en el septum lateral (Insel et al., 1994).  
Si la vasopresina es importante en el comportamiento masculino, 
la oxitocina, que también se expresa en los islotes de Calleja (Snijdewint 
et al., 1989) de forma dependiente de esteroides sexuales (Tribollet et al., 
1990), parece jugar un papel homólogo en las hembras. Por ejemplo, se 
ha visto que mientras el establecimiento de parejas estables en los 
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topillos monógamos macho depende de la vasopresina (Winslow et al., 
1993), en las hembras es dependiente de oxitocina (Insel y Hulihan, 
1995). Es más, la oxitocina participa de la misma manera que la 
vasopresina en el reconocimiento social; de hecho ratones deficientes 
para este neuropéptido no son capaces de discriminar un animal 
conocido (Ferguson et al., 2000), aunque la estructura en la cual es 
necesaria la oxitocina para este tipo de memoria es la amígdala medial 
(Ferguson et al., 2001).   
Además, los islotes de Calleja expresan los niveles del receptor 
Y1 más elevados en el cerebro del ratón (Gackenheimer et al., 2001). 
Curiosamente, machos de ratón knock-out para el receptor Y1 del NPY 
muestran incrementos significativos tanto en la agresividad territorial 
como en la investigación anogenital (Karl et al., 2004), lo cual sugiere 
fuertemente la participación del NPY en la regulación de ambos 
comportamientos, probablemente mediante la actividad de las neuronas 
que expresan NPY en estructuras olfativas y/o vomeronasales. Entre 
estas estructuras, que controlan tanto la investigación de las señales 
químicas como participan en la agresión promovida por las mismas, 
deberá estudiarse con más detalle la inclusión de los islotes de Calleja. 
Adicionalmente, la inervación de fibras NPY de los islotes de Calleja 
podría dar lugar a un punto de control adicional en la coordinación del 
comportamiento ingestivo y la reproducción, regulados en direcciones 
opuestas por los niveles de NPY en el hipotálamo (Kalra et al, 1988; 
Kalra y Kalra, 2004). 
Así, los islotes de Calleja, que aglutinan neurotransmisores y 
neuropéptidos claves en diversos tipos de comportamiento social, y se 
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encuentran estrechamente interconectados tanto con la amígdala 
quimiosensorial, que procesa las señales químicas sociales de los 
congéneres, como con el septum que coordina los comportamientos 
sociales, se encuentran en una posición más que adecuada para formar 
parte del putativo circuito social propuesto por Newman (1999) (Figura 
39).  
 
Figura 39. Ampliación de la red neural de los comportamientos socio-sexuales.  
A la propuesta de Newmann (1999), se incluye la zona de proyección de la amígdala cortical en el 
estriado ventral. Los núcleos hipotalámicos deben controlar, mayoritariamente, las reacciones 
neuroendocrinas provocadas por las feromonas, mientras que el resto de núcleos pueden estar 
más implicados en las respuestas emocionales suscitadas por las feromonas. 
Implicaciones de la inclusión de los islotes de Calleja en 
las vías del refuerzo de estímulos quimiosensoriales 
La inclusión de los islotes de Calleja mediales en el circuito que 
controla la atracción innata por feromonas sexuales, y por lo tanto muy 
probablemente en los procesos de aprendizaje asociados, no sólo es de 
importancia para la comprensión de las vías neurales que controlan 
refuerzo inducido por feromonas, sino que puede proporcionarnos 
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nuevas vías de investigación acerca de los mecanismos  de la adicción y 
de ciertas patologías que implican disfunciones en el comportamiento 
social.  
Por lo que respecta a la adicción, los islotes de Calleja antero-
mediales se encuentran en la zona del estriado ventromedial que se ha 
demostrado implicada en los efectos adictivos de las drogas de abuso en 
mayor medida que las porciones laterales (Ikemoto et al., 2003; 2005; 
Ikemoto, 2007). Además, ciertas drogas de abuso como la cocaína 
(Young et al., 1991), el MDMA (Stephenson et al., 1999) o el cannabis 
(Arnold et al., 2001) incrementan la actividad neuronal, medida mediante 
c-fos, tanto del accumbens como del islote de Calleja magno. Sin 
embargo, los estudios consultados se limitan a registrar las variaciones 
provocadas por las distintas drogas en los islotes de Calleja, pero sin 
discutir el posible significado funcional de estos hallazgos. 
En el marco conceptual de un posible sistema del refuerzo 
quimiosensorial, que incluya las proyecciones desde la amígdala 
vomeronasal y olfativa a los islotes de Calleja (Novejarque, 2007; Úbeda-
Bañón et al., 2007), estas observaciones nos hacen pensar en la 
posibilidad de que la actuación de ciertas drogas de abuso a este nivel 
pudiera contribuir a sus efectos adictivos y/o comportamentales. Como 
ya apuntamos anteriormente, una idea similar fue propuesta por Carelli y 
colaboradores (2000) al observar que las neuronas del accumbens 
responden selectivamente bien a cocaína o bien a refuerzos naturales 
ingestivos; una de las explicaciones para esta selectividad es que la 
cocaína esté actuando sobre neuronas que responden a estímulos 
sexuales ya que es improbable que existan células especializadas en 
184  Neuroquímica del refuerzo inducido por feromonas 
responder a sustancias exógenas. En este sentido, la comprensión 
profunda de los circuitos neurales y los mecanismos neuroquímicos que 
controlan el refuerzo inducido por feromonas en ratones puede 
contribuir al conocimiento de los procesos de adicción. 
Por otro lado, el hecho de que los islotes de Calleja se encuentren 
conservados en la mayoría de las especies de mamíferos (Meyer et al., 
1989), entre los cuales se encuentran animales que carecen de un sistema 
vomeronasal y en los que el olfato no es el sentido preponderante, como 
es el caso del hombre, abre una vía de investigación sobre la posibilidad 
de que continúen actuando de la misma manera como estructura clave en 
el comportamiento de búsqueda a un compañero sexual. No obstante, 
los estímulos olfativos no han perdido su capacidad para actuar como 
estímulos emocionales en el caso del ser humano, e incluso se han 
descrito reacciones endocrinas y afectivas mediadas por presuntas 
feromonas olfativas (Stern y McClintock, 1998; Jacob et al., 2001; Wyart 
et al., 2007). 
Finalmente, y permitiéndonos ir un poco más allá en la 
especulación, nos resulta llamativo que algunos desórdenes psiquiátricos, 
como la esquizofrenia, se hayan relacionado con los receptores D3, ya 
que los fármacos antagonistas de estos receptores suelen ser muy 
eficientes para el tratamiento de esta enfermedad (Joyce et al., 1999; 
Leriche et al., 2004; Sokoloff et al., 2006), pero se haya pasado por alto a 
las estructuras que aglutinan la mayor población de receptores de este 
tipo. Es muy interesante además que estos desórdenes vayan asociados a 
déficits en la función olfativa (Rupp, 2003), incluyendo la atribución de 
un significado emocional a diversos olores (Moberg et al., 2003). Es más, 
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se ha llegado a proponer un nexo de unión entre los déficits sociales y los 
déficits olfativos en estos pacientes (Malaspina y Coleman, 2003). Estas 
ideas proporcionan un punto adicional de interés para continuar 
profundizando en el estudio de los islotes de Calleja como estructuras 




5. DISCUSIÓN GENERAL 
La presente tesis doctoral analiza la base neuroquímica del valor 
reforzante para las hembras de ratón de las feromonas sexuales de 
macho de esta especie, valor que ha sido recientemente demostrado 
(Martínez-Ricós et al., 2007). La estrategia que se ha seguido para 
conseguir este objetivo ha sido la administración sistémica de fármacos 
neuroactivos, acompañada por lesiones de los núcleos de interés, sobre la 
exploración de viruta ensuciada por machos, que contiene sus feromonas 
sexuales, en tests de preferencia de doble elección en los cuales éste 
estímulo se enfrentaba a viruta utilizada por hembras. Además, se ha 
explorado el efecto de ciertos fármacos antagonistas sobre la adquisición 
de una preferencia condicionada de lugar inducida utilizando feromonas 
de macho como recompensa. 
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Para la evaluación del alcance de los resultados es necesario 
discutir en primer lugar las virtudes y limitaciones de la metodología 
empleada. Hecho esto, intentaremos resumir de manera comprensiva los 
resultados obtenidos en los experimentos farmacológicos, e integrar 
estos datos en el circuito anatómico del refuerzo inducido por 
feromonas. Nuestros resultados también nos permiten comparar los 
mecanismos y vías del refuerzo de las feromonas sexuales con los de 
otros estímulos reforzantes naturales, lo cual nos llevará a discutir si 
existe un solo mecanismo para la codificación de las propiedades 
hedónicas que median el refuerzo primario o si por el contrario existen 
microcircuitos diferentes para cada recompensa.  
Por último, discutiremos si la existencia de circuitos amígdalo-
estriatales para la señalización del valor hedónico de las feromonas se 
restringe al ratón o si por el contrario constituye una característica 
general del cerebro de los tetrápodos. Como veremos, los estudios 
comparados realizados en el seno de nuestro grupo de investigación y de 
otros, sugieren que los islotes de Calleja y los territorios del estriado 
ventral adyacentes a los mismos son equivalentes al llamado olfatoestriado 
de los reptiles, en los cuales se ha comprobado también el valor 
reforzante de determinados estímulos vomeronasales (Kubie y Halpern, 
1979; Halpern, 1988). Todo ello nos permite concluir discutiendo la 
posición de las vías amígdalo-estriatales en los dos sistemas funcionales 
entrelazados que constituyen la amígdala de los amniotas. 
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5.1 SOBRE LA METODOLOGÍA 
5.1.1 El test de preferencia por feromonas de 
macho y el refuerzo 
Como sabemos, las hembras de ratón químicamente vírgenes 
exploran de manera intensa y preferente la viruta utilizada por machos, 
que contiene sus feromonas, cuando se enfrenta a viruta ensuciada por 
hembras. Nosotros asumimos que esta exploración preferente refleja el 
carácter atractivo de las feromonas de macho. Otras posibilidades, como 
la exploración incrementada por la curiosidad que genera un estímulo 
novedoso o el un comportamiento de contramarcaje fueron exploradas 
en profundidad por Martínez-Ricós y colaboradores (2007), descartando 
estos efectos y concluyendo que realmente la investigación de las 
feromonas sexuales de macho se debe a sus propiedades atractivas. 
Además, el descubrimiento de que las feromonas de macho pueden 
utilizarse para condicionar una preferencia de lugar confirma que estos 
estímulos actúan como reforzantes naturales. Por lo tanto, según las 
teorías actuales acerca de la división del refuerzo en propiedades 
hedónicas del estímulo, motivación y aprendizaje (ver punto 4.1.4, 
Berridge y Robinson, 2003), durante la primera experiencia con las 
feromonas, el único componente que puede tener una influencia sobre el 
comportamiento es el primero. Como sugerimos previamente, la 
investigación intensa y persistente inducida por la presencia de 
feromonas de macho podría ser equivalente a la preferencia por una 
solución dulce frente a agua que muestran ratones que no han tenido 
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experiencia previa con este sabor (ver resultados del experimento de 
preferencia por una solución de sacarosa, en el punto 4.2.3), reflejando 
pues las propiedades placenteras del estímulo.  
5.1.2 Efecto techo en el protocolo de 
preferencia por feromonas de macho 
A lo largo de los experimentos explorando el papel de diversos 
neurotransmisores en la atracción innata que muestran las hembras de 
ratón por feromonas de macho hemos encontrado algunos fármacos que 
eliminaban su expresión comportamental y otras drogas que no la 
afectaban al compararla con los grupos de control tratados con salino, 
pero no hemos encontrado ninguna droga que aumentase 
significativamente la exploración preferente de las feromonas de macho. 
Una explicación razonable de este hecho es que existe un efecto 
techo en nuestro test comportamental, es decir, durante los cinco 
minutos que dura la prueba, los animales utilizados como control están 
explorando el recipiente que contiene los estímulos de macho al máximo 
de sus posibilidades. Esta explicación es bastante plausible ya que las 
hembras tratadas con salino emplean alrededor de un 45% del tiempo 
del test (considerando las medidas tomadas con el sistema SMART)  en 
explorar los alrededores del recipiente, en una zona que ocupa el 2% del 
área total de la caja. En este sentido, creemos que la propia biología del 
ratón, como animal presa, debe constreñir la exploración del estímulo 
apetitivo dentro de unos niveles de exploración de su entorno que le 
permitan comprobar la seguridad del mismo. 
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Por otro lado, comparando diversos métodos utilizados para 
evidenciar las preferencias olfativas en el hámster, Johnston (1981) 
demostró diferencias en las mismas según el sistema utilizado, aunque de 
acuerdo con su argumentación, el mejor protocolo fue uno parecido al 
empleado por nosotros. Por lo tanto, a pesar de la limitación que supone 
la existencia de este efecto techo, confiamos en que nuestro método, ya 
que protocolos similares han sido utilizados con éxito también en otros 
trabajos (Drickamer, 1989; Mossman y Drickamer, 1996). 
Las posibilidades de eliminar un efecto techo pasan por disminuir 
la tasa de respuesta basal de los animales hacia el estímulo; por ejemplo 
disminuyendo la intensidad del mismo o incrementando la dificultad del 
animal por conseguirlo. La primera solución, por lo tanto, consistiría en 
utilizar orina de macho o viruta ensuciada por machos en distintas 
diluciones. La segunda, obligaría a variar el test de comportamiento 
utilizado, mediante el uso de obstáculos como las cajas empleadas en los 
tests de superación de aversiones, en las cuales el animal debe superar 
una rejilla electrificada que inflinge una suave descarga eléctrica o 
mediante el uso de protocolos operantes que exijan palanqueos 
crecientes. Sin embargo, estas soluciones implicarían un aprendizaje, y no 
nos permitirían estudiar la respuesta innata. De cualquier manera, en el 
futuro, estos paradigmas deberán ser adaptados utilizando feromonas 
como recompensa, cosa que además permitirá ampliar nuestros 
conocimientos acerca de la base neural del refuerzo inducido por estas 
señales químicas. 
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5.1.3 Interpretación de los resultados 
derivados de la administración sistémica de 
los fármacos 
El principal problema que presenta la aproximación 
farmacológica aquí empleada, es decir, la administración intraperitoneal 
de las drogas, es la dificultad a la hora de interpretar el lugar de acción de 
los fármacos, responsable del efecto comportamental observado. De 
hecho, los efectos observados sobre la preferencia podrían ser 
secundarios a otros efectos provocados por los tratamientos, como una 
disminución inespecífica del comportamiento exploratorio debida a 
afectaciones motoras o sensoriales. Sin embargo, nuestro análisis nos 
permite descartar esta posibilidad.  
En todos los experimentos hemos estudiado cuidadosamente los 
efectos de los fármacos sobre otros comportamientos efectuados por los 
sujetos experimentales y cuya afectación por parte del tratamiento podría 
repercutir sobre la capacidad de los animales de explorar activamente las 
feromonas de macho. Estos comportamientos han sido la locomoción, la 
investigación general de los recipientes, el comportamiento de escarbar 
y/o la función olfativa. En primer lugar, en la mayoría de los casos no 
hemos encontrado una relación directa entre un incremento o 
disminución de la actividad locomotora con la investigación preferencial 
de las feromonas de macho (como sucedió en el capítulo dedicado a las 
drogas dopaminérgicas, punto 4.1.3), aunque cuando los efectos de los 
fármacos han sido dramáticos sobre esta función siempre hemos 
indicado esta afectación como posible causa de una pérdida de 
preferencia (como con los fármacos serotonérgicos, punto 4.3.3). Por 
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otro lado, nuestra medida de investigación general se ha mostrado 
bastante resistente a los tratamientos, viéndose afectada sólo en tres 
ocasiones (ver Tabla 20, página 209), sólo en dos de las cuales se 
asociaba a una variación de la preferencia. Hemos comprobado también 
que la pérdida de la preferencia no necesariamente se debía a una 
disminución de la motivación por explorar debido a la pérdida de las 
claves olfativas (Tabla 20). Por último, el significado funcional del 
comportamiento de escarbar se discutirá en el punto 5.2. 
En segundo lugar, hemos tratado de utilizar tanto agonistas como 
antagonistas para poder comprobar que sus efectos eran opuestos, amén 
de emplear siempre un rango de dosis adecuado (ver punto 3.2.1) que 
nos permitiese comprobar los posibles efectos dependientes de dosis. 
Aunque, como hemos señalado, no conseguimos incrementar la 
preferencia de los animales en ningún caso, el hecho de que una droga 
afecte negativamente a un comportamiento y su antagonista no lo afecte, 
puede significar que existe un efecto techo para este comportamiento en 
este protocolo.  
Una explicación alternativa sería que en condiciones fisiológicas 
normales el neurotransmisor estudiado se encuentre quiescente con 
respecto al comportamiento analizado, es decir, que no inhiba de forma 
tónica la actividad de las neuronas responsables de la expresión del 
mismo; lógicamente, los antagonistas no tendrían efecto sobre un 
comportamiento basado en un circuito con esta configuración. Por otro 
lado, la activación extrínseca de este sistema sí puede resultar en una 
alteración del comportamiento debido a la existencia de interneuronas 
inhibitorias que se activen únicamente bajo ciertas condiciones. 
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Sólo en una ocasión, cuando utilizamos las drogas serotonérgicas, 
tanto el agonista como el antagonista ejercieron el mismo efecto 
negativo, aunque en el caso del antagonista acompañado de visibles 
efectos sedantes. Por un lado, estos resultados podrían deberse a la 
actuación de cada fármaco en un núcleo distinto, aunque no nos 
aventuramos a sacar conclusiones acerca del papel de este 
neurotransmisor. 
En tercer lugar, nos hemos apoyado en los datos anatómicos y de 
expresión de receptores específicos de ratón, cuando éstos estaban 
disponibles, para poder afinar lo más posible el análisis sobre los sitios de 
actuación de las drogas.   
Finalmente, somos bastante cautos en la interpretación de 
nuestros resultados, y tenemos muy claro que estos son los primeros 
experimentos que exploran la neuroquímica de los comportamientos 
inducidos específicamente por feromonas sexuales en las hembras de 
ratón, y que sus resultados servirán de base para futuras investigaciones 
que empleen la administración local de fármacos en los diversos núcleos 
propuestos para validar las hipótesis que han surgido a lo largo de este 
trabajo. 
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5.2 EL SIGNIFICADO FUNCIONAL 
DEL COMPORTAMIENTO DE 
ESCARBAR 
Los roedores tienden a escarbar el sustrato como parte de su 
comportamiento natural, por ejemplo para construirse madrigueras o 
buscar alimento. Este comportamiento, en el ámbito del laboratorio, es 
el responsable de que los animales acaben enterrando objetos neutros 
que se introduzcan en sus cajas, como por ejemplo canicas en el llamado 
marble burying test (Gyertyán, 1991). 
Así, en nuestros experimentos observamos la presencia de este 
comportamiento, así como que algunas drogas lo anulaban 
completamente (específicamente, los agonistas monoaminérgicos), 
mientras que otras lo incrementaron (el antagonista del receptor D2 de 
dopamina). La ignorancia acerca del significado funcional preciso de este 
comportamiento en el contexto de la detección de feromonas dificulta la  
interpretación de estos resultados. Algunos autores consideran este 
comportamiento como indicador de ansiedad, lo que les permite 
utilizarlo para comprobar los efectos ansiolíticos de las drogas 
(Broekkamp et al., 1986; Li et al., 2006). Otros interpretan la expresión de 
este comportamiento como modelo de desórdenes obsesivo-
compulsivos (Gyertyan, 1991; Londei et al., 1998), fundamentalmente en 
función de los efectos de fármacos estándar contra este síndrome sobre 
el escarbado y el comportamiento de enterrar canicas. 
Estas hipótesis se basan en diversas evidencias. Primero, los 
roedores escarban tierra o arena en situaciones defensivas como al 
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enfrentarse a animales nocivos como escorpiones (Londei et al., 1998) y 
también en el laboratorio para enterrar objetos amenazantes como rejillas 
de descarga eléctrica (Pinel y Treit, 1978). Así, podría interpretarse el 
comportamiento de enterrar canicas como una muestra de ansiedad, y, 
siendo que las canicas no son aversivas ni suponen amenaza alguna 
(Njungé y Handley, 1991a) como un comportamiento obsesivo. A esto 
habría que añadir que este comportamiento es disminuido por 
ansiolíticos clásicos como las benzodiazepinas (Broekkamp et al., 1986) 
así como por drogas monoaminérgicas, utilizadas para tratar la depresión 
y los desórdenes obsesivo-compulsivos (Njungé y Handley, 1991a; 
1991b). 
Sin embargo, como hemos dicho las canicas no suponen un 
estímulo aversivo, y de hecho no son evitadas ni preferidas si se las 
presenta en una caja de dos compartimentos frente a uno vacío (Njungé 
y Handley, 1991a). Por ello, Deacon (2006), propone que los ratones no 
entierran las canicas deliberadamente sino que simplemente escarban 
como parte de su comportamiento natural. 
Uno de nuestros resultados llamativos fue la comprobación de 
que los animales no tratados mostraban una marcada preferencia por 
escarbar la viruta que contenía las señales químicas de macho frente a la 
viruta de hembras. Esto no parece sorprendente, debido a que el tiempo 
escarbando forma parte del tiempo investigando, que es mayor sobre la 
viruta de macho; sin embargo, con estos datos no podemos comprobar 
si el comportamiento depende del estímulo, o simplemente está 
relacionado con los niveles de ansiedad del animal; por lo tanto 
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decidimos analizar un poco más a fondo los resultados de que 
disponíamos. 
 
Figura 40. Comportamiento de escarbar en las hembras control tratadas con salino. 
A. El número de entradas en la región central de la caja de test, que se asemeja mucho a la 
medida estándar de ansiedad en el test de campo abierto no muestra correlación con el 
comportamiento de escarbado. B. Las hembras emplean una proporción mayor del tiempo total 
de investigación escarbando en la viruta de macho que en la de hembra. 
 
En primer lugar, agrupamos los datos procedentes de los grupos 
control de los experimentos 1.D.1, 1.D.2 y 3.A.2 (agonistas 
noradrenérgicos y agonista serotonérgico, ver puntos correspondientes), 
en los que habíamos registrado tanto el tiempo escarbando como sus 
trayectorias mediante el sistema SMART, para intentar comprobar si 
existía alguna correlación entre el tiempo empleado escarbando en la 
viruta de hembra con una medida de ansiedad aceptada, como es el 
tiempo que los animales emplean en el centro de un campo abierto. Para 
ello, definimos una zona en el centro de la caja de 10 x 15 cm. (el 12% 
del área de la caja, de dimensiones 25 x 50 cm.), contamos el número de 
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entradas de los animales en la misma en el control post-tratamiento, tras la 
correspondiente inyección de Salino, y llevamos a cabo una correlación 
de Pearson con el tiempo total que emplearon los animales en escarbar la 
viruta de hembra en este test. Como puede verse en la Figura 40A, no 
encontramos correlación significativa entre ambas medidas (Correlación 
de Pearson=0.236), lo cual sugiere que los animales más ansiosos, que 
evitan el centro de la caja, no muestran un comportamiento de escarbar 
incrementado respecto a los menos ansiosos.  
Por otro lado, para comprobar si el comportamiento de escarbar 
podía ser efectivamente afectado por el tipo de estímulo que contenía la 
viruta, utilizamos las hembras de los grupos controles del experimento 
1A, de las cuales poseíamos los datos exactos de investigación (ver 
Material y Métodos, punto 3.4) y calculamos qué porcentaje de este 
tiempo pertenecía a la actividad escarbar y cual a olfatear. Se aprecia 
claramente en la Figura 40B cómo el porcentaje escarbando fue 
significativamente mayor sobre la viruta de macho que sobre la de 
hembra (t de Student para medidas relacionadas, t32=-4.476, p<0.001). El 
resultado es el mismo si tenemos en cuenta las hembras de los grupos 
controles de los experimentos 1.D.1, 1.D.2 y 3.D.2, es decir, analizando 
el porcentaje de tiempo escarbando en relación al tiempo pasado en cada 
zona (viruta de hembra, 11%±2,  p=0.007  vs. viruta de macho, 19%±2). 
Estos datos sugieren un papel del comportamiento de escarbar 
en la investigación de señales químicas. Por ejemplo, la actividad de 
escarbar podría facilitar la búsqueda y detección de las feromonas, 
específicamente cuando estas son atractivas como es el caso de las 
feromonas sexuales. De hecho, la detección de estímulos vomeronasales 
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requiere especializaciones tanto fisiológicas como comportamentales, 
como el mecanismo de movimientos de la lengua (tongue-flick) en 
serpientes (Kubie y Halpern, 1975; Martínez-Marcos et al., 2001), del 
hocico (nuzzling) en la zarigüeya (Poran et al., 1993) o en los ungulados 
(flehmen) (Ladewig et al., 1980), pero estos elementos no han sido 
descritos en ratón. Sin embargo, las evidencias en otras especies sugieren 
un mecanismo de bombeo descrito originariamente en el hámster 
(Meredith y O'Connell, 1979), común al resto de mamíferos (Halpern y 
Martinez-Marcos, 2003). Dado que el contacto más próximo con la 
viruta, y por tanto con las feromonas que contiene, se produce cuando 
las hembras introducen el morro en ella mientras la escarban, podríamos 
pensar que el bombeo vomeronasal pueda tener lugar en este momento.  
Sin embargo, hemos visto cómo los animales tratados con 
algunas drogas no escarban preferencialmente o tienen reducido este 
comportamiento, pero muestran el mismo patrón de preferencia que los 
animales tratados con salino (como en el caso del tratamiento con el 
quinpirol, la yohimbina y ciertas dosis del DOI, ver Tabla 20). Por lo 
tanto, aunque mientras los animales escarban tenga lugar la detección de 
las feromonas, no debe tratarse de un comportamiento imprescindible 
para la misma. Por lo demás, el tiempo escarbando parece más sensible 
que la investigación in toto a la manipulación farmacológica. En este 
sentido, las drogas variaron las proporciones que hemos visto que se 
expresan en los animales sin tratamiento. Así, aunque con el sulpiride las 
hembras escarbaban mucho más la viruta de macho que la de hembra 
(ver Figura 14, página 84), el incremento de este comportamiento sobre 
la viruta de hembra dio lugar a que se eliminaran  las diferencias en las 
200 Neuroquímica del refuerzo inducido por feromonas 
proporciones de escarbado en ambos tipos de viruta (viruta de hembra, 
37%±11 vs. viruta de macho, 49%±4, p=0.316). Por su parte, los 
animales tratados con el quinpirol y el DOI, pese a mostrar preferencia 
por investigar la viruta de macho, no presentaron un escarbado 
preferente sobre ésta (Figura 16, página 91, Figura 31, página 148).  
A nuestro modo de ver, en nuestro modelo, los animales 
escarban la viruta no compulsivamente, sino como parte de su 
comportamiento normal de exploración, como sugiere el hecho de que 
lo hagan en una proporción mayor cuando este sustrato contiene señales 
atractivas. En este contexto, el tratamiento con las diversas drogas puede 
variar la capacidad de selección de la respuesta adecuada por parte del 
animal, ocasionando en primer lugar que se inhiba el comportamiento de 
escarbar y finalmente la exploración preferente, como ilustra 
perfectamente el caso del DOI (Figura 31, página 148). Finalmente, la 
actividad de escarbar es fundamentalmente motora y quizá por este 
motivo sea más sensible a determinados fármacos que afectan al sistema 
locomotor, como en el caso de los dopaminérgicos. 
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5.3 SOBRE LA POSIBLE 
NATURALEZA DE LAS 
FEROMONAS INNATAMENTE 
ATRACTIVAS 
Una de las críticas que nos hemos encontrado habitualmente a lo 
largo del desarrollo de nuestros trabajos es la de de no poseer la 
caracterización bioquímica de la o las feromonas que producen el 
comportamiento de intensa investigación preferente, utilizando en su 
lugar viruta ensuciada por machos, que contiene todo tipo de señales 
químicas secretadas y excretadas por éstos. Sin embargo, experimentos 
comportamentales llevados a cabo en nuestro laboratorio nos han 
proporcionado algunas pistas acerca de su naturaleza. 
Resultados previos mostraban que las feromonas innatamente 
atractivas para las hembras son sustancias de baja volatilidad (Moncho-
Bogani et al., 2002; 2005; Martínez-Ricós et al., 2007). La reciente 
demostración de que la atracción innata de las hembras por feromonas 
sexuales de macho depende de la integridad del bulbo olfativo accesorio 
(Martínez-Ricós et al., in press), y por lo tanto del sistema vomeronasal, 
confirma que, al menos estas feromonas, deben ser sustancias no 
volátiles. Además, la producción de la o las feromonas atractivas es 
dependiente de testosterona, dado que como ya sabemos, la viruta de 
macho castrado no resulta atractiva ni es capaz de inducir preferencia de 
lugar (Martínez-Ricós et al., 2007). Teniendo en cuenta todos estos datos 
en el contexto de los descubrimientos sobre la naturaleza química de las 
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sustancias que se han caracterizado como posibles feromonas, estamos 
en disposición de proponer diversas moléculas como candidatas.  
Por un lado, se ha descrito que los péptidos asociados al MHC, 
que cumplen con la condición de baja volatilidad, pueden participar tanto 
en los efectos endocrinos tales como la interrupción del embarazo 
cuando las hembras preñadas son expuestas a orina de un macho extraño 
(efecto Bruce, Bruce, 1959; Leinders-Zufall et al., 2004), como en la 
prevención de la endogamia, dado que los ratones son capaces de elegir 
como parejas a aquellos congéneres con un MHC diferente al suyo 
(Yamazaki et al., 1976; Eklund, 1998). Sin embargo, la producción de 
estos péptidos no es dependiente de testosterona, lo que los descarta 
como responsables de la respuesta de atracción. 
Por el contrario, la síntesis en masa de las llamadas proteínas 
urinarias principales (Major Urinary Proteins, MUPs), que tiene lugar en el 
hígado, sí es dependiente de testosterona (Cavaggioni y Mucignat-
Caretta, 2000; Hurst et al., 2001), aunque las hembras también producen 
pequeñas cantidades. Estas proteínas, debido a su alto peso molecular 
(alrededor de 20 kDa), no son volátiles, y entre otras funciones, parecen 
imprescindibles para el marcaje territorial competitivo que llevan a cabo 
los machos (Hurst y Beynon, 2004). Además, unen pequeñas moléculas 
volátiles como (R,R)-3,4-dehydro-exobrevicomina y (DB),(S)-2-sec-
butyl-4,5-dihydrothiazol (Sharrow et al., 2002). Se ha demostrado, usando 
en ocasiones sus análogos sintéticos, que ambas sustancias atraen a las 
hembras y repelen a los machos (Mucignat-Caretta et al., 1998), y que 
actúan sinérgicamente provocando en las primeras el efecto Whitten (ver 
página 34) (Jemiolo et al., 1986) y en los segundos comportamiento 
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agresivo (Novotny et al., 1985). Señalamos que, aunque estos trabajos 
sugerían que eran estas moléculas volátiles, y no las MUPs, las 
responsables de algunos de los efectos endocrinos y comportamentales, 
es más probable que sea necesaria la acción conjunta de ambas 
moléculas. En primer lugar, para que estas pequeñas moléculas fuesen 
activas, era necesario añadirlas a orina de macho castrado, lo cual aporta 
una pequeña cantidad de MUPs. Por otro lado, mientras las MUPs son 
específicas de cepa, las sustancias volátiles que unen no sólo son 
comunes a toda la especie, sino que se encuentran en una variedad 
extraordinaria de otros mamíferos, insectos e incluso plantas (revisado en 
Dulac y Torello, 2003). Por lo tanto, debe existir un mecanismo de 
reconocimiento de especie, proporcionado por las MUPs, y los péptidos 
MHC, para impedir situaciones ridículas, como la de hembras de ratón 
sintiéndose atraídas por escarabajos, o escarabajos por elefantas 
(Goodwin et al., 2006). Es más, la detección de sustancias volátiles por 
parte de las neuronas del epitelio vomeronasal, hasta la fecha, se ha 
demostrado in vitro (Boschat et al., 2002; Zufall et al.,2002), existiendo una 
única evidencia in vivo (Trinh y Storm, 2003), por lo que es probable que 
las sustancias volátiles necesiten a las MUPs como transportadores para 
poder introducirse en el órgano vomeronasal o bien que ambas 
moléculas ejerzan una acción cooperativa, de manera que sean necesarias 
ambas (MUPs y volátiles asociados) para que el estímulo sea efectivo. En 
este sentido, se ha sugerido que la porción anterior del bulbo olfativo 
accesorio responde a los componentes volátiles, mientras que la parte 
posterior parece especializada en la detección de compuestos no volátiles 
(Sugai et al., 2006). Por una parte, los receptores de tipo V1R (Dulac y 
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Axel, 1995) se expresan en la porción apical del epitelio vomeronasal que 
proyecta a la porción anterior del bulbo olfativo accesorio, presentan 
características similares a los receptores olfativos; por el contrario, la 
estructura de los V2R (Herrada y Dulac, 1997; Matsunami y Buck, 1997; 
Ryba y Tirindelli, 1997), expresados por las neuronas sensoriales basales 
del epitelio vomeronasal, que inervan la porción posterior del bulbo, 
muestran una estructura muy diferente, con un extremo N-terminal muy 
largo por el cual interaccionarían con sus ligandos. De hecho, algunas de 
las neuronas que expresan V2R responden específicamente a las MUPs 
(Chamero et al., 2007) y a los péptidos MHC (Leinders-Zufall et al., 
2004). Así, las MUPs no sólo actuarían como transportadores de la 
molécula volátil hacia el interior del órgano vomeronasal, sino que se 
daría el procesado coordinado de ambas moléculas, cada una en una 
porción del bulbo. 
Adicionalmente, sabemos que las porciones anterior y posterior 
del bulbo olfativo accesorio se activan preferentemente, según la 
detección de c-fos, frente a estímulos diferentes. Así, la porción anterior 
del bulbo olfativo accesorio lo hace en respuesta a viruta ensuciada por 
congéneres del sexo opuesto (Moncho-Bogani et al., 2002; Dudley y 
Moss, 1999), mientras que la porción caudal se activa 
predominantemente en machos frente a la detección de feromonas de 
otros machos de una cepa distinta (Kumar et al., 1999). Experimentos 
comportamentales nos proporcionan otras evidencias sobre el papel de 
cada porción del bulbo. Por ejemplo, la deleción de un grupo de 
receptores V1R da lugar a un comportamiento sexual anómalo en los 
machos, que no presentan un incremento del número de montas con la 
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experiencia (Del Punta et al., 2002); asimismo, la agresividad maternal se 
encuentra reducida en estos animales, pero no el comportamiento 
agresivo en machos (Del Punta et al., 2002) (recordemos que la agresión 
maternal y la masculina parecen depender de vías distintas, ver punto 
4.3.4). Por otro lado, la detección de MUPs, sin sus ligandos volátiles, es 
suficiente para inducir la agresión en machos (Chamero et al., 2007). 
Además, las diversas porciones del bulbo olfativo accesorio proyectan a 
zonas específicas de la amígdala de la zarigüeya (Martínez-Marcos y 
Halpern, 1999) y en la rata (Mohedano-Moriano et al., 2007), aunque este 
punto no está demostrado en el ratón (von Campenhausen y Mori, 
2000). Así, la coordinación de la activación de cada porción en respuesta 
a las señales complejas de la orina, junto con los patrones tanto 
divergentes como convergentes de la inervación amigdalina por parte de 
estas porciones proporcionan un mecanismo mediante el cual se deben 
controlar los diversos comportamientos y reacciones endocrinas 
derivados de la exposición a feromonas en los distintos sexos. 
 
La importancia relativa del sistema olfativo y del sistema 
vomeronasal en la comunicación intraespecífica constituye un punto de 
interés adicional, aunque los trabajos expuestos en la presente tesis 
doctoral no arrojan luz sobre este particular. Las investigaciones llevadas 
a cabo en nuestro laboratorio muestran la importancia de la experiencia 
con las feromonas no volátiles para la adquisición de preferencia por 
volátiles de macho. Estos resultados apoyan la hipótesis sugerida por 
Meredith (1986) según la cual las sustancias químicas de alto peso 
molecular detectadas por el órgano vomeronasal provocan 
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comportamientos innatos -la cópula en el hámster macho (Meredith, 
1986); la huída de un predador, el gato, en ratas (Dielenberg y McGregor, 
1999) o la búsqueda activa de las feromonas de un posible compañero 
sexual por parte del ratón hembra (nuestros resultados)-, mientras que las 
señales olfativas pueden actuar como estímulo condicionado, 
asociándose con estas feromonas, para dar lugar a su vez a los citados 
comportamientos. Muy probablemente, esta asociación debe producirse 
donde ambos sistemas convergen, es decir, en la amígdala (Scalia y 
Winans, 1975; Martínez-García et al., 1991; Lanuza y Halpern, 1997). 
Para profundizar sobre este tema, sugerimos al lector interesado 
consultar alguna de las múltiples revisiones existentes (Restrepo et al., 
2004; Baxi et al., 2006). 
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5.4 LA NEUROQUÍMICA DEL 
REFUERZO INDUCIDO POR 
FEROMONAS 
La integración de nuestros resultados derivados de los 
experimentos farmacológicos (un resumen de los cuales se muestra en la 
Tabla 20) y de lesiones, con los datos anatómicos de que disponemos 
(Novejarque, 2007) trazan con bastante fiabilidad la vía mediante la cual 
las feromonas de macho resultan innatamente atractivas para las hembras 
de ratón (Figura 41). 
Así, el comportamiento innato de preferencia por las feromonas 
de macho sobre las feromonas de hembra (resultados de esta tesis) o de 
macho castrado (Martínez-Ricós et al., 2007) debe estar controlado por la 
vía de conexiones glutamatérgicas que parte del bulbo olfativo accesorio 
y llega al estriado ventral, específicamente a la zona de los islotes de 
Calleja mediales, pasando por la amígdala posteromedial cortical. La 
actividad de las neuronas glutamatérgicas de esta vía se encuentra 
regulada negativamente por la dopamina y los opiáceos, y positivamente 
por el NO (Figura 41). 
Ya a nivel del bulbo olfativo accesorio, la gran reactividad de la 
detección histoquímica de la actividad NADPH diaforasa, específica, en 
la capa glomerular, de la porción anterior -la que se activa frente a 
feromonas de congéneres del sexo opuesto (Moncho-Bogani et al., 2005; 
Dudley y Moss, 1999)- nos hizo pensar que el NO podría ser 
fundamental para el correcto procesado de las feromonas a ese nivel, 
idea consistente con la eliminación de la preferencia por la dosis alta del 
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antagonista del NO. Sin embargo, el hecho de que los animales tratados 
con esta dosis del fármaco detectasen la orina de macho en un test de 
discriminación olfativa demuestra que el tratamiento no provocaba una 
anosmia dramática. Si bien estos resultados son compatibles con una 
anosmia vomeronasal inducida por el fármaco, es más probable un 
efecto motivacional, apuntado también por otros (Trainor et al., 2007).  
Los bulbos olfativos accesorios envían sus proyecciones a la 
amígdala posteromedial cortical, cuyas neuronas expresan una cantidad 
ingente de receptores µ-opiáceos. Este hecho, junto a otras evidencias 
comportamentales utilizando agonistas opioidérgicos (como los trabajos 
de McGregor y Herbert, 1992), y sobre la inhibición de las neuronas 
glutamatérgicas de estructuras corticales por parte de las interneuronas 
opioidérgicas (Giacchino et al., 1998) nos permite sugerir que el agonista 
específico de los receptores µ (fentanilo) podría actuar a este nivel, 
impidiendo la activación de la vía amígdalo-estriatal por los estímulos 
vomeronasales. Ya en el estriado ventral, se ha demostrado que la 
dopamina, actuando a través de los receptores D1, inhibe los potenciales 
post-sinápticos excitatorios provocados por la estimulación de la 
amígdala en las neuronas espinosas estriatales (Charara y Grace, 2003). 
Este hallazgo nos llevó a proponer que tanto el agonista específico de 
D1 (SKF 38393) como la anfetamina podían estar interfiriendo con la 
llegada de la señal vomeronasal desde amígdala al estriado ventral. 
También el efecto del agonista de serotonina (DOI) podría deberse a 
esta acción, visto que esta droga incrementa los niveles de dopamina en 
el estriado (Lucas y Spampinato, 2000). 
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Tabla 20. Resumen de los efectos comportamentales medidos para cada fármaco y dosis 
en el total de los experimentos farmacológicos. 
Clave (0)=comportamiento no expresado; (=)=no hay diferencias; (↓)=disminución; 
(↑)=incremento. Los símbolos expresan las diferencias respecto al salino. 
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Por último, la demostración de que la integridad de los islotes de 
Calleja localizados medialmente es necesaria para la expresión de la 
atracción innata (mediante las lesiones electrolíticas que comprendían la 
mayor parte del islote de Calleja magno) nos permite integrar los 
resultados de los tratamientos dopaminérgicos con los del antagonista 
del NO en estas estructuras. Fijémonos en primer lugar en la inervación 
procedente del área ventral tegmental, que acaba en la zona periférica a 
las interneuronas granulares de los islotes (Fallon et al., 1983; Martínez-
Hernandez, et al., observaciones no publicadas). Todas estas neuronas 
expresan el RNA mensajero del receptor D3 (Diaz et al., 1995), y en la 
mayoría de los casos este receptor coexiste con el D1 (Ridrey et al., 
1998). Curiosamente, y al contrario de lo que sucede en la porción 
adyacente del núcleo accumbens, ambos receptores ejercen efectos 
opuestos, como puede observarse en el caso de la producción de la 
proteína de activación celular c-fos, incrementada por la activación de 
D1 y disminuida por D3 (Ridrey et al., 1998). Así, el incremento de la 
actividad de las interneuronas granulares, GABAérgicas, tras el 
tratamiento con un agonista de los receptores D1 podría dar lugar a una 
inhibición de las neuronas eferentes. 
Por otro lado, las interneuronas granulares pueden comunicarse 
mediante acoplamiento efáptico gracias a las conexiones de tipo gap que 
presentan (Ribak y Fallon, 1982), y se ha observado que el tratamiento 
con agonistas del receptor D3 in vitro promueve la sincronización de la 
actividad eléctrica de estas neuronas (Halliwell y Horne, 1998). Por el 
contrario, la activación de los receptores D1 podría ser disruptiva para 
esta sincronización, como evidencia el desacoplamiento de las neuronas 
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en la retina, el hipocampo y el propio estriado provocado por agonistas 
de D1 (Lasater, 1987; O’Donnell y Grace, 1993; Velazquez et al., 1997). 
Estas evidencias nos llevan a hipotetizar que esta sincronización pudiera 
ser necesaria para el correcto funcionamiento de los islotes de Calleja, 
cosa que sería consistente con nuestros resultados opuestos sobre el 
comportamiento de los animales tratados con el agonista D1 y con el 
agonista D2/D3, de pérdida y conservación de la preferencia por 
feromonas respectivamente. Apoyando esta hipótesis, se ha observado 
que el NO promueve la sincronización de las neuronas estriatales en 
respuesta a la actividad de sus aferencias desde la corteza, como muestra 
la virtual eliminación de acoplamiento, medido mediante un colorante 
fluorescente in vitro, tras un tratamiento con L-NAME (O’Donnell y 
Grace, 1997). De esta manera, la sincronización de las neuronas 
granulares de los islotes de Calleja, promovida por el NO y la acción de 
la dopamina a través de los receptores D3 podría ser importante para la 
sintonización de la transmisión de estos núcleos, explicando que su 
probable desacoplamiento en los animales tratados con el agonista de D1 
y el antagonista de NO tenga como resultado la eliminación del 
comportamiento de exploración preferente de las feromonas de macho. 
Esta hipótesis predice que los agonistas específicos de D3, al favorecer el 
acoplamiento de las células granulares, tenderían a aumentar la 
preferencia por feromonas masculinas. Por otro lado, los antagonistas 
D3 deberían presentar el efecto contrario, tanto a nivel celular como 
comportamental. Sin embargo, el quinpirol, que presenta una afinidad 
significativa sobre los receptores D3, no fue capaz de incrementar la 
preferencia, mientras que el sulpiride, de que se sabe que posee cierta 
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actividad antagonista sobre estos receptores (Vallone et al., 2000), no 
suprimió la preferencia, sino que provocó una tendencia al alza de la 
misma debida al incremento en la actividad de escarbar (ver Figura 14C, 
página 84). 
De todas formas, la acción dopaminérgica no es imprescindible 
para la expresión de la atracción por feromonas de macho, puesto que las 
lesiones del área ventral tegmental no la alteran (Martínez-Hernández et 
al., 2006). No obstante, esta proyección puede estar implicada en el 
aprendizaje de estímulos asociados a las feromonas, como sugiere el 
hecho de que la expresión de c-fos en el área ventral tegmental no se vea 
afectada cuando los animales exploran por primera vez la viruta 
ensuciada por machos pero se incremente ante la detección de los olores 
volátiles tras su asociación con el componente no volátil (Moncho-
Bogani et al., 2005). 
En segundo lugar, la ingente cantidad de actividad NADPH 
diaforasa en los islotes de Calleja apunta a una gran importancia de la 
señalización por NO en ellos, que podría afectar a este nivel de dos 
maneras. Primero, las preparaciones de NADPH diaforasa de la 
colección de nuestro laboratorio y otras evidencias (de Vente et al., 1998) 
revelan que esta actividad se concentra en fibras que rodean tanto a las 
neuronas granulares como al neuropilo, afectando por lo tanto a las 
neuronas medianas y grandes, colinérgicas, que dan lugar a la mayoría de 
las eferencias de los islotes. A este respecto, se ha visto que el NO 
promueve la actividad de las neuronas colinérgicas en el estriado, incluso 
en presencia de antagonistas de glutamato (Centonze et al., 2001). Por 
tanto, la actividad nitrérgica puede ser crucial para la transmisión de la 
Bibliografía  213 
señal vomeronasal procedente de la amígdala hacia las neuronas de 
proyección de los islotes de Calleja, explicando que el tratamiento con un 
antagonista de la síntesis de NO elimine el comportamiento de 
preferencia por las feromonas de macho. Por otro lado, el NO podría 
actuar retroalimentando la señal procedente de las aferencias 
glutamatérgicas, y por tanto amplificando la señal vomeronasal, dado que 
se ha visto que este neurotransmisor gaseoso incrementa los niveles de 
glutamato en el estriado (Guevara-Guzman et al., 1994; Trabace y 
Kendrick, 2000). 
Todos estos razonamientos necesitarán ser comprobados en 
futuros experimentos, mediante la inyección focal de fármacos 
antagonistas específicos de los marcadores presentes en los islotes de 
Calleja, incluyendo la reinvestigación del papel de la dopamina mediante 
fármacos específicos de los receptores D3, así como de los receptores 2-
HT2A de serotonina, ionotrópicos de glutamato y las diversas isoformas 
de la NOS. 
Por último, antes de pasar a discutir la neuroquímica de los 
procesos de aprendizaje asociados a las feromonas, queremos exponer 
que quedan otros neurotransmisores y neuropéptidos no estudiados aquí 
que podrían estar implicados en la expresión de la atracción innata por 
feromonas de macho. Por ejemplo, sería interesante comprobar el efecto 
de antagonistas colinérgicos para demostrar la implicación de las 
eferencias de las neuronas colinérgicas de los islotes de Calleja. La 
administración de NPY en esta zona nos ayudaría a comprobar si este 
péptido, además de inhibir la reproducción a nivel hipotalámico, pudiera 
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estar implicado en los comportamientos apetitivos asociados, como es la 
atracción por feromonas. 
 
Figura 41. Esquema del circuito más probable de control de los comportamientos y 
reacciones endocrinas mediadas por feromonas sexuales, y los sitios de acción más 
probables de las drogas utilizadas.  
Las proyecciones glutamatérgicas se simbolizan como flechas negras, mientras que las 
GABAérgicas lo hacen por flechas rojas. Ver texto para explicación. 
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Otro de los objetivos de esta tesis era estudiar la neuroquímica de 
los procesos de aprendizaje inducidos por las feromonas, y elegimos para 
ello el condicionamiento de preferencia de lugar. Sin embargo, ni los 
antagonistas dopaminérgicos ni los opioidérgicos se mostraron eficaces 
para impedir este aprendizaje. Estos resultados indican que ni el sistema 
dopaminérgico ni el opioidérgico participan en la adquisición de la 
preferencia condicionada, aunque no poseemos datos acerca de su 
implicación en la consolidación de la memoria o en la expresión del 
condicionamiento. 
Quizá una buena estrategia en este caso sería investigar en primer 
lugar el núcleo cerebral donde tiene lugar la asociación entre las 
feromonas y su localización. Esto podría realizarse mediante 
experimentos de lesión como los expuestos aquí, o bien mediante la 
infusión de, si asumimos un proceso dependiente de potenciación 
sináptica, antagonistas glutamatérgicos en diversos núcleos.  
Una posibilidad es que, como hemos venido apuntando, la 
asociación de las feromonas con otros estímulos tenga lugar en la 
amígdala basolateral, y que la interacción con el estriado ventral sea clave 
para la expresión del condicionamiento, como se demostró para el caso 
de otro reforzante natural, la sacarosa (Everitt et al., 1991). Existen otras 
pruebas anatómicas y electrofisiológicas que apoyan esta visión. Así, se 
ha demostrado que la inervación proveniente del hipocampo y de la 
amígdala basolateral convergen en neuronas individuales del núcleo 
accumbens (French y Totterdell, 2003) y además la activación de las 
aferencias amigdalinas incrementa la respuesta de las neuronas a la 
activación concurrente desde el hipocampo, mientras que la activación 
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hipocámpica inhibe la respuesta a la estimulación amigdalina (Mulder et 
al., 1998). Vemos enseguida que este circuito permite el establecimiento 
de relaciones contexto(hipocampo)-recompensa(amígdala) a nivel del 
núcleo accumbens.  
Por otro lado, hay que tener en cuenta que no todos los 
aprendizajes que parecen implicar una componente espacial la poseen 
realmente. A este respecto, existe una gran influencia de las claves de que 
disponga el sujeto y el tipo de protocolo utilizado sobre la estrategia de 
navegación elegida por el mismo (McDonald y White, 1995). Así, la 
teoría de los múltiples sistemas de memoria paralelos (White y 
McDonald, 2002) propone que existen tres circuitos que controlan 
diversos modos de aprendizaje, a saber, el hipocampo, el estriado dorsal 
y la amígdala, que se ocuparían de las asociaciones entre estímulos que 
definen una localización, las asociaciones estímulo-respuesta y las 
asociaciones estímulo-recompensa, respectivamente. Estos tres sistemas, 
funcionando en paralelo, son competitivos (McDonald y White, 1994; 
Ito et al., 2006). Recientemente se ha demostrado, utilizando un 
paradigma que usa un laberinto en Y junto con la presencia de claves 
visuales como predictores, que la influencia de la amígdala basolateral en 
el establecimiento de preferencia de lugar condicionada por diversas 
drogas se debe precisamente a que los animales, bajo ciertas condiciones 
experimentales, no utilizan una estrategia espacial en su reacción de 
aproximación a la recompensa, sino que su respuesta está guiada por 
otras claves presentes en el ambiente (Ito et al., 2006). En este contexto, 
nuestro protocolo de condicionamiento de preferencia de lugar es 
distinto a los que se usan habitualmente no sólo en el hecho de que los 
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sujetos experimentales tienen libre acceso a la exploración activa de la 
caja durante las sesiones de condicionamiento, y por lo tanto 
experimentan a la vez tanto la recompensa como la no-recompensa, sino 
también porque las claves visuales presentes se limitan, al tratarse de una 
caja opaca en una habitación blanca, con la posición de la cámara y del 
aparato de aire acondicionado sobre la caja como únicas pistas para la 
orientación. En estas condiciones, no podemos descartar que los 
animales se orienten en base a claves idiotéticas, basadas en el 
movimiento animal hacia la derecha o hacia la izquierda desde una 
posición de salida siempre constante. Según la argumentación de 
McDonald y White, este tipo de aprendizaje podría depender del estriado 
dorsal, dado que la recompensa actúa como un reforzante de la respuesta 
de orientación del animal hacia la zona que la contiene. Así pues, si el 
aprendizaje dependiese bien del estriado dorsal, bien de la interacción 
entre la amígdala y el accumbens, es sorprendente la falta de efecto de los 
antagonistas de la dopamina en la adquisición de preferencia de lugar 
condicionada por feromonas de macho, y nos llevaría a una 
reinvestigación necesaria del tema. 
Otra opción interesante sería estudiar la posibilidad de que sea la 
propia amígdala cortical, y no la basolateral, la que se encargara de los 
procesos asociativos. Así, la amígdala posteromedial cortical recibe 
proyecciones masivas desde la división basolateral, mientras que la 
inervación recíproca es escasa (Kemppainen et al., 2002; Pitkänen, 2000) 
Esta proyección permitiría la integración de la información de otras 
modalidades sensoriales, procedentes del núcleo lateral, con la 
información feromonal a nivel del núcleo posteromedial cortical. Por 
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otro lado, la amígdala vomeronasal proyecta moderadamente y con una 
topografía clara sobre la formación hipocámpica (Kemppainen et al., 
2002), recibiendo proyecciones ligeras de vuelta (Pitkänen, 2000). Estos 
patrones de inervación  proporcionan una ruta a través de la cual la 
información feromonal puede influir sobre el establecimiento de 
memorias dependientes de hipocampo. 
 
En resumen, las propiedades innatamente atractivas de las 
feromonas sexuales de macho para las hembras de ratón no dependen de 
la señalización dopaminérgica ni opioidérgica. Por el contrario, los 
tratamientos farmacológicos que incrementan la transmisión opioidérgica 
o la dopaminérgica son capaces de afectar negativamente a la expresión 
de este comportamiento. Basándonos en nuestros resultados y en los 
datos neuroanatómicos presentes en la literatura, sugerimos como 
hipótesis más probable que la expresión comportamental de la atracción 
por feromonas dependa de la transmisión glutamatérgica que porta la 
información vomeronasal al estriado ventral, acompañada de la 
liberación de NO en ciertos núcleos. Por otro lado, la neuroquímica de 
los procesos de aprendizaje asociados necesita todavía una investigación 
exhaustiva, que aclare en primer lugar cuales son los núcleos cerebrales 
implicados. Obviamente, estos núcleos dependerán en gran medida de la 
tarea de aprendizaje que se emplee. 
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5.5 ¿EXISTE UN “CENTRO DEL 
PLACER” EN LA CIRCUITERÍA 
NEURAL DEL REFUERZO? 
El aporte fundamental de las últimas teorías sobre el papel de la 
dopamina en los procesos del refuerzo (Salamone y Correa, 2002; 
Berridge y Robinson, 2003), a nuestro modo de ver, estriba en el empeño 
por establecer claramente niveles de análisis distintos en los que se 
investiguen por separado los núcleos que codifican las propiedades 
hedónicas de las recompensas por un lado y los estados motivacionales que 
generan la intensidad con que un animal trabajará para conseguir la 
recompensa por otro, así como aquellas estructuras implicadas en el 
aprendizaje emocional. Ya comprobamos en la sección dedicada a la 
dopamina que la falta de tal precaución contribuyó durante mucho 
tiempo a la creencia errónea de que este neurotransmisor era clave para 
la sensación placentera provocada por las recompensas, cuando las 
nuevas hipótesis sugieren más bien a una implicación en el aprendizaje o 
la motivación.  
Pese a que, desde un punto de vista antropocéntrico, argumentar 
que una recompensa dada posea un valor placentero para un roedor 
parezca una falacia, algunas respuestas innatas de los animales, tal vez 
muy simples, hacia ciertos estímulos apetitivos nos pueden ayudar a 
investigar de manera directa, y sin necesidad de que medie una respuesta 
comportamental aprendida, el o los supuestos centros del placer. De hecho, 
podemos argumentar que la sencillez de estas respuestas facilita la 
comprensión de los mecanismos neurales subyacentes a las mismas.  
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Una de las preguntas que surge de manera inmediata cuando 
observamos que la actuación de algunas drogas, como las opioidérgicas, 
es opuesta sobre los comportamientos consumatorios hacia recompensas 
de tipo sexual, como las feromonas, y hacia recompensas de tipo 
ingestivo, como las soluciones azucaradas, es la de si existe un único 
núcleo cerebral cuya activación tras la detección de una recompensa 
cualquiera da lugar a un estado afectivo placentero o si por el contrario, 
existe un centro del placer para cada tipo de recompensa natural. 
Sin duda, la aproximación que se ha utilizado con mayor éxito en 
este sentido ha sido la del estudio de las reacciones faciales afectivas 
provocadas por la ingesta de soluciones dulces. Así, se ha comprobado 
que estas expresiones, que implican un patrón específico de protrusiones 
de la lengua fácilmente reconocibles, se encuentran conservadas en 
neonatos humanos, primates y ratas (Berridge, 2000).  Esta reacción 
innata se ha interpretado como un reflejo del valor hedónico de este 
estímulo para los animales; la otra cara de la moneda se encuentra en el 
patrón de gestos y movimientos linguales frente al sabor amargo. 
Recordemos que Peciña y Berridge, (2005) demostraron recientemente la 
existencia de ciertos puntos calientes en el shell del núcleo accumbens en los 
cuales la microinyección de agonistas opioidérgicos desencadenan las 
citadas reacciones faciales afectivas, sugiriendo que son esas 
microestructuras las que codifican el valor afectivo positivo de los 
alimentos dulces.  
Nuestros resultados nos permiten sugerir que el comportamiento 
de investigación preferente de las feromonas de macho por parte de las 
hembras es consecuencia del impacto hedónico de este estímulo (ver 
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punto 4.1.4 y 5.1.1), de la misma manera que las expresiones faciales de 
lo son de la sensación placentera provocada por el sabor dulce. Esta 
interpretación viene refrendada por el hecho de que la preferencia se 
mantenga a lo largo de tests sucesivos (Martínez-Ricós et al., 2007) y de 
que sea independiente del estado hormonal de las hembras (Moncho-
Bogani et al., 2004), lo que indica que no es una atracción secundaria a la 
receptividad sexual.  
El descubrimiento de que la lesión de la parte específica del 
estriado ventral centrada en el islote de Calleja magno elimina la 
investigación preferente de feromonas de macho, abre la sugerente 
posibilidad de que existan puntos calientes para las feromonas sexuales, 
análogos a los descubiertos por Peciña y Berridge para el sabor dulce. 
Estos puntos calientes podrían encontrarse en los mismos islotes de 
Calleja, y por lo tanto futuros experimentos que manipulen de manera 
más fina estas estructuras nos darían la clave del problema planteado. 
Así, pese a que los distintos estímulos reforzantes son detectados 
por diversos sistemas sensoriales, todos ellos acceden al estriado ventral 
por distintas rutas. Las hipótesis actuales sugieren que las propiedades 
hedónicas de las diversas recompensas son codificadas en todo caso en el 
estriado ventral, y por extensión en sus proyecciones sobre el pálido 
(Berridge, 2003), si bien deben existir microcircuitos específicos dentro 
de este continuo para cada tipo de recompensa, lo cual explicaría tanto el 
descubrimiento de puntos calientes para el sabor dulce (Peciña y Berridge, 
2005) como los registros electrofisiológicos específicos de recompensa 
de neuronas individuales (Carelli et al., 2000). Esta hipótesis sugiere la 
existencia, en el estriado ventral, de un mosaico de territorios, cada uno 
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de los cuales participaría en el procesado del valor recompensante de un 
estímulo reforzante natural. Aunque todo el estriado ventral muestra un 
esquema de organización similar, cada territorio presenta particularidades 
que determinan los distintos mecanismos neuroquímicos específicos de 
cada reforzante natural. 
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5.6 UNA PERSPECTIVA EVOLUTIVA 
Para concluir la discusión general de los resultados expuestos a lo 
largo de esta tesis doctoral, aprovecharemos la base en anatomía 
comparada del grupo de investigación en el que se encuadra nuestro 
trabajo. Intentaremos demostrar cómo una perspectiva evolutiva y 
comparada nos resulta muy útil a la hora de comprender la función de las 
vías neurales que controlan los procesos de refuerzo inducido por 
feromonas, y cómo de hecho esta perspectiva es indispensable para 
interpretar correctamente la agrupación de diversos núcleos cerebrales 
como unidades funcionales (como en el caso de los núcleos que 
componen la amígdala). 
5.6.1 El olfatoestriado de mamíferos 
Probablemente el resultado más importante que hemos obtenido 
en este trabajo sea el descubrimiento de que una lesión de la zona 
circundante al islote de Calleja magno, que comprende parte de la zona 
de proyección de los núcleos amigdalinos que reciben la inervación 
directa de los bulbos olfativos, elimina la atracción innata de las hembras 
de ratón por feromonas de macho. 
Los islotes de Calleja, pese a sus llamativas características que los 
diferencian claramente del estriado ventral adyacente, han recibido muy 
poca atención, lo cual se ha traducido en que, a día de hoy, no existan 
apenas experimentos que de manera inequívoca les asignen una función. 
De entre las hipótesis existentes sobre el posible papel de los islotes de 
Calleja, nos fijamos en las apuntadas más de dos décadas atrás por Fallon 
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y colaboradores (1983) y por Talbot y colaboradores (1989), que 
basándose en sus características hodológicas y neuroquímicas les 
asignaron un posible papel en el comportamiento sexual, hipótesis que 
nuestro resultado parece refrendar. Pero no sólo, ya que los islotes de 
Calleja podrían estar implicados en el amplio rango de comportamientos 
desencadenados por feromonas. 
Desde una perspectiva evolutiva, los islotes de Calleja se 
encuentran en una gran variedad de mamíferos, incluyendo la especie 
humana (Meyer et al., 1989), y aunque no han sido descritos en otros 
vertebrados, recientemente Martínez-Marcos y colaboradores (Úbeda-
Bañón et al., 2008) han propuesto que estas especializaciones del 
telencéfalo de mamíferos deben corresponder a una zona especial del 
estriado ventral de reptiles, el olfatoestriado, descrito por primera vez por 
Durward (1930) y retomado por Lanuza y Halpern (1997) para describir 
esta zona en serpientes, estructura que también se encuentra en lagartijas 
(Novejarque et al., 2004; Novejarque, 2007). Tanto las características 
hodológicas como neuroquímicas de ambas estructuras apoyan 
fuertemente esta homología. Así, el olfatoestriado de reptiles recibe sus 
aferencias desde el núcleo esférico, el homólogo en reptiles de la 
amígdala posteromedial cortical de los mamíferos (Martínez-García et al., 
2002; 2007). Sus patrones de inervación por parte de fibras 
serotonérgicas, dopaminérgicas y ricas en NPY son similares en los 
islotes de Calleja. 
En los trabajos pioneros de Kubie y Halpern (1975) y Halpern 
(1988) se sugirió por primera vez que un estímulo detectado por el 
órgano vomeronasal (el extracto de gusano, es decir, una alomona) tenía 
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propiedades intrínsecamente reforzantes para las serpientes, propiedades 
que más tarde se propuso podían estar siendo codificadas en el 
olfatoestriado (Martínez-Marcos et al., 2005a; 2005b). Es más, otra de las 
funciones del olfatoestriado podría ser la de controlar el mecanismo de 
tongue-flick necesario para la detección e introducción de las señales 
químicas al órgano vomeronasal (Martínez-Marcos et al., 2001). A este 
respecto, sería interesante comprobar los efectos de la eliminación de los 
islotes de Calleja sobre el mecanismo de bombeo vomeronasal de 
roedores (Meredith y O’Connell, 1979). 
En resumen, el descubrimiento de que una lesión que afecta a los 
islotes de Calleja elimina el comportamiento de atracción innata por 
feromonas de macho en hembras de ratón, desde la perspectiva evolutiva 
que los propone homólogos del olfatoestriado de reptiles, inaugura un 
interesante campo de estudio basado en la investigación de estas 
estructuras del estriado ventral como especializaciones que codifican el 
valor reforzante de estímulos de carácter vomeronasal también en 
mamíferos, ya se trate de feromonas sexuales o alomonas provenientes 
de presas. Experimentos en reptiles análogos al expuesto aquí validarían 
esta hipótesis, y proporcionarían la clave para comprender la evolución 
conservada de una estructura clave para la supervivencia de las especies. 
5.6.2 ¿Qué es la amígdala?  
En la Introducción General comentamos la posibilidad de que la 
amígdala fuese la estructura clave para el refuerzo inducido por 
feromonas, y terminaremos esta tesis preguntándonos qué aporta el 
trabajo que hemos desarrollado al avance en la comprensión de esta 
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compleja e indispensable estructura. Vimos al empezar nuestra 
exposición cómo el año en que defenderemos esta tesis doctoral se 
cumple una década desde el provocativo artículo de Swanson y Petrovich 
(1998), cuestionándose el concepto de amígdala como estructura con una 
función propia.  
La identificación de las feromonas como estímulos reforzantes 
nos proporciona un modelo original y ventajoso para estudiar el papel de 
la amígdala en el refuerzo. De hecho, nuestros datos indican que la 
función quimiosensorial de la amígdala es inseparable de su función 
emocional (Lanuza et al., 2008), dado que, a través de la amígdala y sus 
proyecciones los estímulos vomeronasales innatamente atractivos (o 
aversivos y amenazantes) actúan como estímulos incondicionados para el 
etiquetado de otros estímulos, tanto de naturaleza química como de otras 
modalidades sensoriales. 
Así, frente a los cuatro sistemas funcionales en que Swanson y 
Petrovich (1998) dividieron la amígdala, Martínez-García y colaboradores 
(2006; 2008) propusieron la existencia de dos sistemas funcionales en la 
amígdala de los vertebrados que se encuentran profusamente 
interconectados entre sí (Figura 42). Por un lado, el sistema amigdalino 
basolateral-central recibe principalmente estímulos gustativos y 
visceroceptivos a nivel subpalial, además de todo tipo de estímulos no 
quimiosensoriales a nivel palial. Además, el sistema amigdalino 
basolateral-central controla la expresión de emociones básicas de 
miedo/ansiedad a través de sus proyecciones descendientes al tronco del 
encéfalo. Por otro lado, la división amigdalina medial se encuentra 
dominada por la información quimiosensorial, y mediante sus 
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proyecciones al hipotálamo, controla la expresión de los 
comportamientos socio-sexuales específicos de especie. Estrechamente 
relacionada con la división medial y dominada igualmente por aferencias 
quimiosensoriales, la división cortical puede controlar las propiedades 
reforzantes de los estímulos químicos mediante sus proyecciones al 
estriado ventral. De la misma manera, la división basolateral inerva el 
estriado ventral, y esta interacción se ha considerado desde hace tiempo 
como clave en los sistemas del refuerzo (Everitt et al., 1989, 1991, 1999). 
 
 
Figura 42. La amígdala como sistema funcional. 
Siguiendo la propuesta de Martínez-García y colaboradores (2006; 2008), la amígdala está 
constituida por dos sistemas cuyas funciones se encuentran estrechamente relacionadas, 
constituyendo por tanto un verdadero sistema funcional. Imagen adaptada de Martínez-García et 
al., 2008 y cedida amablemente por Amparo Novejarque. 
En este contexto, nosotros pensamos que los comportamientos 
específicos de especie no pueden ser disociados de las emociones 
básicas, a pesar de que sean controlados por los diversos núcleos de la 
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amígdala. Así, los comportamientos defensivos cursan con 
miedo/ansiedad mientras que el comportamiento sexual y los estímulos 
sexuales tienes un carácter apetitivo y reforzante. Por lo tanto, las 
respuestas comportamentales y emocionales deben ser coordinadas 
mediante las interconexiones de ambos sistemas amigdalinos. La 
conservación de este patrón en los vertebrados amniotas nos demuestra 
que la evolución conjunta de los diversos núcleos de la amígdala es 
esencial para la supervivencia y el éxito reproductivo de las especies, y 
por lo tanto la amígdala debe ser considerada como una unidad funcional 
real. 
El estudio de los comportamientos apetitivos provocados por las 
feromonas sexuales en hembras de ratón nos ha proporcionado, y nos 
proporcionará en el futuro, un modelo novedoso y muy útil para estudiar 
la interrelación del papel quimiosensorial de la amígdala con su esencial 
función como centro emocional.
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6. CONCLUSIONES  
1. Las propiedades atractivas innatas de las feromonas sexuales, que 
interpretamos como propiedades hedónicas primarias, no se 
encuentran mediadas por la dopamina, sino, por el contrario, pueden 
ser inhibidas por agonistas del receptor D1. 
2. Al contrario de lo que sucede con la preferencia por otro estímulo 
reforzante natural, el sabor dulce de la sacarosa, el tratamiento con 
un antagonista opioidérgico no afecta a la preferencia por feromonas 
de macho. 
3. Los opiáceos inhiben la preferencia por feromonas de macho, 
actuando sobre los receptores µ. Evidencias anatómicas y 
experimentos comportamentales existentes en la bibliografía sugieren 
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que este efecto se debe a su acción sobre la amígdala posteromedial 
cortical. 
4. El óxido nítrico participa en la señalización de las propiedades 
atractivas innatas de las feromonas de macho, dado que un 
tratamiento farmacológico que inhibe su síntesis elimina la 
preferencia de las hembras de ratón por las mismas. Este efecto no 
se debe a un déficit olfativo, ya que las hembras son capaces de 
detectar y discriminar la orina de macho en un test estándar de 
función olfativa. 
5. Aunque la distribución de aferencias y receptores para la serotonina 
sugiere la participación del sistema serotonérgico en la atracción por 
feromonas masculinas, nuestros resultados no permiten conclusiones 
claras acerca de su papel, ya que tanto el antagonista como el 
agonista empleado eliminaron la preferencia incondicionada. Sin 
embargo, el agonista lo hizo sin afectar de manera global al 
comportamiento del animal, mientras que el antagonista sólo eliminó 
la respuesta innata hacia las feromonas sexuales masculinas a dosis 
que provocaban signos de sedación en los animales. 
6. Los estudios anatómicos previos, junto con los presentes estudios 
farmacológicos, sugieren que la zona del estriado ventro-medial que 
comprende los islotes de Calleja, incluido el magno, y el tubérculo 
olfativo, es clave para el comportamiento de preferencia 
comportamental de las hembras de ratón por feromonas de macho. 
El experimento utilizando hembras con lesiones electrolíticas de esta 
zona confirma esta hipótesis, ya que los sujetos que portan esta 
lesión no expresan preferencia por las feromonas de macho. 
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7. La adquisición de una preferencia de lugar condicionada utilizando 
feromonas de macho como estímulo reforzante no pudo impedirse 
ni con antagonistas dopaminérgicos ni con un antagonista general de 
opiáceos, lo cual deja abierta la investigación acerca de los núcleos y 
mecanismos que participan en este tipo de aprendizaje. 
8. En conjunto, todos estos resultados comienzan a definir la circuitería 
neuroquímica que controla los comportamientos guiados por 
feromonas sexuales en hembras de ratón. En concreto, esta vía 
comprende las proyecciones glutamatérgicas desde el bulbo olfativo 
accesorio a la amígdala vomeronasal y desde ésta al estriado 
ventromedial, incluyendo los islotes de Calleja mediales y el magno, y 
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